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ABSTRAKT 
Na tři potravinové alergeny rostlinného původu – sóju, pistácie a mandle – jsme vyvíjeli 
metody na jejich detekování v potravinách.  
     Na detekci sóje (Glycine max) v potravinách jsme použili real-time PCR orientovanou na 
gen lec kódující lektin specifický pro sóju. Na tuto cílovou sekvenci byl orientovaný PCR 
systém s primery Le2F a Le2R a se sondou Le2P typu Taqman. Byla stanovena inkluzivita i 
exkluzivita systému, dále byl zjištěn detekční limit (2,75 pg) a praktický detekční limit 
(0,02 %). Celý navržený systém pak byl kvantifikován. 
     Na detekci pisácií (Pistacia) byla použita real-time PCR založená na primerech a sondě 
orientované na gen COR kódující dehidrin. Byla stanovena inkluzivita i exkluzivita systému, 
dále byl zjištěn detekční limit (3,5 pg) a praktický detekční limit (0,002 %). 
     Na detekci mandlí (Amygdalus) se nepodařilo vyvinout žadný systém, který by 100 % 
splňoval všechny kvalitativní parametry. 
KLÍČOVÁ SLOVA 
real-time PCR, sója, pistácie, mandle, potravinové alergeny 
 
ABSTRACT 
We were developing detection methods for three food allergens of plant origin.  
     We used real-time PCR for soy detection in food oriented on gene lec, that is coding 
lektine specific for soy. On this target sequence were oriented PCR system with primers Le2F 
and Le2R and TaqMan probe Le2P. Detection limit (2,75 pg), practical detection limit (0,02 
%), inclusivity and exclusivity  were determined. Whole system were quantified. 
     Real-time PCR for pistachio detection were based on primers and probe for gene COR. 
Detection limit (3,5 pg), practical detection limit (0,002 %), inclusivity and exclusivity  were 
determined.  
     For almond detection we were not succeed system, that fulfil all qualitative parametres. 
KEY WORDS 
real-time PCR, soy, pistachio, almond, food allergens 
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1 ÚVOD 
 
Alergie na některou potravinu se objevuje nejčastěji u dětí do šesti let. Může se ale vyvinout i 
později, dokonce v dospělosti. Ironií je, že nejčastějšími alergeny u starších dětí a dospělých 
jsou potraviny, které považujeme za zdravé až nezbytné – jsou to totiž ořechy, sýry, ryby, 
mák, aromatické ovoce, zelenina a další. Potravinovou alergií se rozumí nežádoucí reakce na 
určitou potravinu, která je podmíněna imunitními reakcemi. Tato definice je důležitá proto, že 
existuje také možnost nežádoucí reakce na potravinu, která je ale způsobena jinak než 
imunitně, např. nedokonalostí trávit určitou živinu (např. intolerance mléčného cukru), 
dráždivostí některých potravin (káva, zrající sýry). Zjednodušeně se dá říci, že mnoho lidí si 
myslí, že má alergii na potravinu, ve skutečnosti se však o alergii nejedná.  
     Sója (obrázek 1) je luštěnina velmi bohatá na bílkoviny, obsahuje jich 35 – 38 procent. V 
minulosti se bílkoviny, obsažené v sóji, považovaly za méně hodnotné, než bílkoviny 
živočišné. Pravdou ovšem je, že tyto bílkoviny jsou velmi hodnotné díky dobrému 
aminokyselinovému složení s vysokým podílem esenciálních aminokyselin. Podle norem 
WHO (Světová zdravotnické organizace) je obsah všech esenciálních aminokyselin v sóje 
stejný a mnohdy vyšší, než doporučené množství v živočišných bílkovinách. Ani jedna z 
nepostradatelných aminokyselin není nižší, než minimální nutné množství. Další otázkou je 
ovšem stravitelnost sójové bílkoviny. Ta je také dalším faktorem, určujícím kvalitu bílkovin. 
Stravitelnost vyjadřuje to, jak náš organismus dokáže využít přijaté bílkoviny. V případě 
sójové bílkoviny je stravitelnost stoprocentně porovnatelná se stravitelností bílkoviny mléka 
nebo masa. A pokud sečteme výsledek chemického skóre a stravitelnosti, dostaneme celkový 
obrázek o tom, jak je daná bílkovina kvalitní - hodnotu PDCAAS (Protein Digestibility 
Corrected Amino Acid Score). V případě sójové bílkoviny je výsledná hodnota PDCAAS 
velmi vysoká a porovnatelná s hovězím masem. 
 
 
Obrázek 1: Zralé lusky se semeny sóje, vpravo rostliny sóje s nezralými zelenými lusky. 
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Mandle jsou plody mandloně obecné. Mandle (obrázek 2) jsou úžasným zdrojem mnoha 
důležitých látek. Především jsou bohaté na minerály, mají vysoký obsah hořčíku (až kolem 
300 mg na 100 g), vápníku (cca 250 mg na 100 g), draslíku, železa, a zinku. Také v nich 
najdeme řadu nezbytných vitaminů, např. vitamin E a vitaminy skupiny B (riboflavin, 
thiamin, kyselina listová). Obsahují nezanedbatelné množství tuků, vlákninu, cenné bílkoviny 
a menší množství sacharidů. Mandle se většinou jedí syrové nebo pražené, používají se ke 
zdobení dezertů, zmrzlin a pohárů, vyrábí se z nich mandlové máslo, nugát, marcipán či 
marokánky. Z mandlí se vyrábí i mandlové mléko vhodné pro lidi, kteří netolerují laktózu 
kravského mléka, pro vegany a další. V čínské kuchyni se mandle umixují s horkým mlékem, 
v Indii se přidávají do některých druhů kari.  
 
Obrázek 2: Mandlová pecka se semenem uvnitř, vpravo plody mandloně obecné na stromě. 
  
Pistácie je velmi stará kulturní rostlina z čeledi ledvinovitých (Anacardiaceae). Je to 
peckovice, nejstarší zmínky o jejím pěstování pocházejí z Persie z doby 3 000 let př.n.l.. I 
když domovem pistácií je střední a západní Asie, z oblasti svého původu se vlivem mnoha 
staletí rozšířily až do Turecka, Iránu, Itálie, Sýrie, Řecka, Tuniska, Kalifornie a jiných zemí.      
Pistácie (řečíky), jsou cizosprašné, opadavé (některé druhy pistácie jsou i stálozelené) stromy, 
dorůstající výšky 9 – 10 metrů. Mají šedou kůru a šedozelené, jemně pýřité, lichozpeřené 
listy. Nejsou příliš náročné na půdu, ale jsou citlivé na chlad, v našich podmínkách je pěstovat 
nelze. Pistácie kvetou v období červenec – srpen. Tenké zelené oplodí skrývá plod (oválnou 
pecku) o velikosti cca 2,5 cm s tenkou a hladkou, dvoudílnou skořápkou, ve které je drobné, 
zeleně zbarvené semeno. Doba sklizně je září – říjen. Pistácie jsou nejen lidmi ceněnou 
pochotkou, ale bývají oblíbenou potravou i ptáků a drobných savců. Pistácie patří k 
nejdražším ořechům, charakteristickou chuť získávají pražením a solením. Správně 
skladované pistácie jsou velmi prospěšné pro naše zdraví. Platí pravidlo, čím zelenější plod, 
tím kvalitnější zboží. Pistácie (obrázek 3), nazývané i zelené mandle, se konzumují čerstvé, 
 sušené, pražené, solené nebo se z nich získává olej. Jejich pravidelná konzumace (sta
množství) pomáhá posilovat
moučníky (baklava), přidávají se do r
chutnají v nádivkách a salátech. 
 
Obrázek 3: Plody pistácií na strom
 
Potravinové alergie tak vedou k
zjistit přítomnost stopových množství alergeních látek v
alergenů v potravinách byli založené na analýze protein
například změny teploty, pH, iontové síly a
detekce je obtížná. DNA vzhledem na svoji stabilitu je 
K analýze DNA slouží různé varianty metody PCR, nej
  
 nervový systém. Z čerstvých pistácií se vyrábí zmrzliny, 
ůzných sladkých, ale i pikantních pokrm
 
ě, vpravo zralé pistáciové skořápky se semeny uvnit
 potřebě spolehlivých a rychlých metod detekce s
 potravinách. První metody detekce 
ů. V důsledku různých proces
 podobně, se mění rozpustnost protein
daleko vhodn
častěji real-time PCR.
11 
čí malé 
ů. Opražené 
 
ř. 
 možností 
ů jako 
ů a jejich 
ějším markerem. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
 
Hlavními složkami potravin jsou složky mikrobiálního, rostlinného a živočišného původu. 
Tyto obsahují buněčný materiál, je tedy možné na jejich analýzu použít metody analýzy 
DNA. Polymerázová řetězová reakcie (PCR) patří v současnosti k nejrozšířenějším metodám 
molekulárně-biologických analýz [49]. Tato metoda se stále více uplatňuje v klinických 
analýzách, v kriminalistice, enviromentalistice a začíná se využívat i v analýze potravin, a to 
na rychlý důkaz patogenních mikroorganizmů [51], důkaz a kvantifikaci geneticky 
modifikovaných organizmů (GMO) [27], na autentifikaci potravin [40] a na identifikaci 
různých složek potravin, například alergenů [44]; [30]; [28]. I když využití PCR na analýzu 
potravin je ještě jen v začátcích, vzhledem na svůj potenciál a na základě analogie s 
moderními instrumentálními metodami chemické analýzy potravin můžeme předpokládat, že 
už v blízké budoucnosti se zařadí k běžným a rozšířeným metodám analýzy potravin.  
 
2.1 Potravinové alergie  
 
Vzrůstající počet potravinových alergií je stále vážnejším zdravotnickým problémem. 
Odhaduje se, že 2 – 3 % Evropanů a stejné procento Američanů je senzitivních na jeden nebo 
více druhů potravinových alergenů. U dětí je prevalencie okolo 5 – 8 %, avšak některé druhy 
alergií, například na mléko a vejce, věkem zanikají. Výzkumné studie poukazují na rostoucí 
počet alergií u světové populace, proto je potřebné věnovat této problematice odpovídající 
pozornost. 
     Potravinové alergie se mohou projevovat rozličnými způsoby od mírných, lokálních 
projevů přes závažnější systémová onemocnění až po reakce končící smrtí. Konzumace 
jednotlivých potenciálně alergizujících potravin se liší i na jednotlivých kontinentech. 
Například ořechy se v různé míře a v různém složení konzumují v Evropě a na americkém 
kontinentu. V Evropě převládá výskyt alergií na lískové ořechy, která je většinou 
doprovázena alergií na břízu. V Americe je nejpočetnejší alergie na vlašské ořechy, dále na 
kešu ořechy, mandle, pekanové ořechy a pistácie. Dalšími významnými alergeny jsou para 
ořechy a kaštany. V poslední době se sledují přibývající případy alergií na píniové ořechy a na 
některé exotické druhy ořechů (například ořechy Nangai dovážené z Tichomoří, [23]). 
     Podle údajů Zemědělské a otravinářské organizace FAO (Food and Agriculture 
Organisation) 90 % veškerých alergických projevů způsobují stromové ořechy. Alergenní 
proteiny ořechů se totiž vyznačují vysokou stabilitou v procesu zpracování suroviny i vůči 
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trávicím procesům v organizmu. Podobnou stabilitu mají i různá semena rostlin používaná 
v potravinářství spolu s ořechy kvůli jejich výživovým i organoleptickým vlastnostem. Mnohé 
potravinové produkty neobsahující ořechy se vyrábějí v provozech, kde se vyrábějí současně 
výrobky s obsahem ořechů. Vytváří se tak podmínky možné kontaminace výrobků. Limity 
koncentrací alergenů způsobujících alergické projevy není možné určit, protože někteří 
jedinci jsou citliví už na 1 ppm alergenní složky v potravině. Proto je v potravinářském 
průmyslu nevyhnutelné kontrolovat jednotlivé kroky výrobního procesu a účinnost čisticích 
procedur. 
     Při předcházení alergickým reakcím mají pacienti jen jednu možnost a to úplně vyloučit 
konzumaci potravin obsahujících daný alergen. Spotřebitel musí být tedy informován o všech 
složkách potravin, které jsou dostupné v obchodní síti. Pro výrobce potravin vyplývá 
povinnost označovat všechny složky nacházející se v potravinářském výrobku. Tuto 
povinnost vymezuje evropská legislativa předpisem – Directive 2003/89/EC, kde je v dodatku 
IIIA seznam potravinových složek, které musí být vyznačené na obale výrobku. Directive 
2007/68/EC upravuje předešlý předpis a uvádí seznam produktů odvozených od potravin 
způsobujících alergie, které je možné používat ve výrobě. Jde o ty druhy potravin, ze kterých 
se používá složka, která není potenciálním nebezpečím pro alergiky. Jsou to například 
extrakty olejů nebo tuků ze sóje, ořechová aromata, ořechy používané při výrobě destilátů 
a podobně [16]. Regulation 1169/2011/EU je nejnovější nařízení Evropské Unie o označování 
potravin a potravinářských výrobků. Z hlediska alergenů zavádí povinnost zvýraznit 
(kurzívou, tučným písmem apod.) alergeny obsažené v daném produktu. 
     Alergenní složky v ořeších a semenech jsou součástí proteinové frakce, tak jako i u všech 
ostatních potravinových alergií. U rostlinných alergenů mají však důležitou funkci 
sacharidové funkční skupiny proteinů [50]. V několika případech se projevila alergie i 
po požití olejů z ořechů, avšak zjistilo se, že v těchto případech způsobily alergii rezidua 
proteinů po rafinačním procesu [13]. Významným aspektem alergií na ořechy a semena je 
možnost křížové reakce imunoglobulinu IgE a pylu dané rostliny. Například alergeny 
homologické s pylovým alergenem Bet v 1 často způsobují příznaky typické potravinové 
alergie [7]. Rostlinné tkáně, které človek konzumuje, obsahují tisíce rozličných proteinů. 
Dnes je známých okolo 1500 různých proteinů způsobujících alergie u člověka [33]. V zájmu 
rozpoznání proteinů způsobujících alergie, bylo nutné najít systém na jejich roztřídění. 
Jednotlivé alergeny se třídí do skupin podle jejich biologické funkce a podle struktury 
proteinu. Největší počet proteinů způsobujících alergie patří do skupin kupinů a prolaminů. 
Ke kupinům se zařazují nejznámější alergeny přítomné v sóji, arašídech a stromových ořeších 
- zásobní proteiny vicilin a legumin. Zásobní proteiny ořechů a semen vykazují vysokou 
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stabilitu vůči teplotě a trávicímu procesu a proto jsou principiálně všechny pokládany za 
potenciální alergeny [5]. Rostlinné potravinové alergeny jsou i některé skupiny proteinů 
zabezpečujících obranu rostlin vůči vnějším a vnitřním stresujícím faktorům, například 
některé proteázy a inhibitory proteáz. V různých druzích ořechů jsou hlavními alergeny 
viciliny, například Jug r 2 ve vlašských ořeších, Ana o 1 v kešu ořeších a Ara h 1 v arašídech. 
V sóji je také hlavním alergenem α-podjednotka Gly m Bd 60K proteinu ze skupiny vicilinů. 
Alergen Cor a 9 způsobující většinu alergií na lískové ořechy, patří do skupiny leguminů [9]. 
2.1.1 Vliv zpracování potravin na alergenicitu 
Potravinářské produkty se často tepelně opracovávají, aby se zlepšila chuť a vůně (pražení 
a pečení) nebo aby se prodloužila trvanlivost (pasterizace). Typickými procesy pro ořechy 
a semena jsou sušení při teplotě okolí, pečení při teplotách 140 až 170 ˚C, pražení při teplotě 
okolo 180 ˚C a procesy přípravy finálního produktu, například pečení pečiva. Vzhledem k 
tomu, že ořechy se konzumují v surovém i tepelně opracovaném stavu a experimentálně lze 
oveřit stabilitu alergenů po tepelném opracování jen in vivo, nelze jednoznačně předpokládat, 
že by vyšší teplota měla významný vliv na alergenicitu ořechů a semen. 
2.1.2 Použití komerčních souprav na detekci alergenů v potravinách 
Bylo publikováno několik metod na detekci alergenů v potravinách, založených na principu 
PCR, pričemž tyto komerční soupravy jsou typu PCR-ELISA nebo real-time PCR (R-
Biopharm, Darmstadt, Nemecko; Eurofins Scientific, Memphis, Tennessee; Tepnel 
Biosystems Ltd, Deeside, Veľká Británia; Genetic ID NA, Fairfield, Iowa).  Používají se 
metody na detekci arašídů, mandlí, lískových ořechů, vlašských ořechů, sóje, pšenice, 
slepičích vajec, kravského mléka, ryb, celeru, sezamu a hořčice [39]. Výrobci udávají 
detekční limit těchto metod v rozmezí 10 – 20 kopií DNA. Určení přesného počtu kopií DNA 
je však bez standardních referenčních materiálů obtížné a značně nepřesné a není možné 
vytvořit korelaci výsledků zkoumaného vzorku vzhledem ke konkrétnímu typu alergenní 
složky v potravině. 
     Většina publikovaných a používaných metod detekce alergenů je založena na principu 
analýzy proteinů. Důvodem je rychlost a jednoduchá manipulace a také poměrně jednoduché 
přístrojové vybavení používané při proteinových technikách. Důležitou úlohu také sehrává 
fakt, že metoda ELISA má již 30 letou historii, oproti tomu PCR metody se začaly používat 
až v 90. letech 20. století. V porovnání s ELISA metodami, při kterých je nevyhnutelné mít 
vhodné polyklonální protilátky, reakční složky pro PCR, včetně termostabilní DNA-
polymerázy, mohou být syntetizovány v neomezeném množství a v zaručené kvalitě. Primery 
a sondy pro PCR jsou navrhované tak, aby PCR byla vysoce citlivá, specifická a relativně 
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stabilní vůči enviromentálním a technologickým vlivům. Monoklonální protilátky v ELISA 
testech jsou v porovnání s PCR reagenciemi dostupnější a stálejší, ale jsou více závislé na 
povaze matrice analyzovaného vzorku. Jestliže vytvoření komplexu protilátky na velmi 
specifické místo v různorodé potravinové matrici vzorku je náročné, může dojít k falešně 
negativním výsledkům. Navíc antigenní epitopy, které jsou rozpoznané zvířecími 
protilátkami, nemusí být nutně těmi, které poukazují na alergii lidského jedince. PCR také 
nedetekuje přímo alergenní protein a tedy ani ELISA ani PCR nemohou být považovány za 
přímé detekční metody. Obě metody jsou založené na detekci specifických markerů, které 
umožňují extrapolaci na přítomnost alergenní složky v potravině. 
     DNA je přítomna v každém živočišné i rostlinné tkáni, specifické určení přítomnosti 
alergenu je tak možné i tehdy, když se v technologickém procesu zpracování suroviny 
poškodí alergenní složka. Ta může mít povahu proteinu, ale i sacharidové funkční skupiny 
proteinu nebo škrobu a nemusí být stanovitelná ELISA metodou. Templátová DNA může být 
zase degradována v procesu výroby. Například když je nutné při výrobě zabezpečit nízké pH, 
DNA se lehce hydorolyzuje.  
     Potraviny a potravinové výrobky, v kterých je nízký obsah DNA, jsou problematické pro 
PCR analýzu. Je to například mléko, vaječný bílek, rostlinné oleje a živočišné tuky. V těchto 
případech se ukazuje ELISA analýza vhodnejší než PCR metody. Na druhé straně PCR je 
vysoce specifická a proto se výborně uplatňuje v analýze alergenních složek rostlinných 
i živočišných druhů vyznačujících se značnou homologií. Výhodou PCR metody je možnost 
současně analyzovat vícero cílových složek z jednoho vzorku v tzv. multiplexní PCR. Metoda 
PCR je například výhodnejší než ELISA při analýze potravin obsahujících různé druhy 
ořechů, protože je možné je určit z jednoho vzorku extrahované DNA a v jedné multiplexní 
PCR. V porovnání s ELISA se dá PCR využít jako skríningová metoda na předběžné určení 
přítomnosti jednotlivých alergenů ve vzorku. V důsledku možné křížové kontaminace při 
PCR je zase výhodnejší ELISA na přímou analýzu ve výrobním procesu. Vzhledem na 
výhody a nevýhody obou metod je třeba posuzovat jejich využití na konkrétní analýzu z více 
hledisek.  Každou metodu je však třeba validovat a určit její citlivost, specificitu a vhodnost 
pro danou matrici, aby byla zaručena její aplikovatelnost.  
     Jednou z prvních komerčních souprav na analýzu alergenů byla ELISA specifická na 
arašídy [22]; [23]. Metoda je vhodná na kvalitativní i semi-kvantitativní analýzu, ale ne na 
kvantitativní analýzu. Porovnáním výsledků real-time PCR a ELISA se zjistilo, že poměr 
proteinů a DNA v arašídech koreluje. Real-time PCR se tedy může používat jako semi-
kvantitativní metoda, jestliže se současně použije standardní materiál se známým obsahem 
arašídů. Referenční vzorky arašídů a jiných potravinových složek a standardizaci postupů na 
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jejich analýzu zabezpečuje vícero institucí (European Institute of Reference Materials and 
Measurements, IRMM; European Committee for Standardization, CEN; US Food and Drug 
Administration, FDA). Dá se očekávat, že s dostupnými referenčními materiály se bude 
kvantitativní PCR analýza alergenních složek potravin dále rozvíjet.  
2.2 Izolace a purifikace DNA 
První fází detekčních metod založených na analýze DNA je extrakce a purifikace DNA 
z matrice analyzovaného vzorku potravin. Kvalita izolovaného materiálu často rozhoduje 
o úspěšnosti navazujících postupů. Cílem je získat DNA  v nativním stavu v dostatečném 
množství a čistotě. Metody izolace nukleových kyselin (NK) lze rozdělit na tři oblasti: 
1) rozdílná rozpustnost biologických makromolekul  
2) adsorpce na pevný podklad 
3) ultracentrifugace v gradientních roztocích 
Výběr metody purifikace nukleové kyseliny závisí na způsobu její následné analýzy, např. pro 
PCR není nutné velké množství DNA ani vysoká integrita molekul DNA. Důležité je zbavit 
izolovanou DNA možných inhibitorů reakce PCR.  
     Existuje mnoho různých metod purifikace NK, ale jejich základní rysy jsou společné. 
Prvním předpokladem je dostupnost vstupního materiálu, který musí být homogení. Měl by 
být čerstvý, zamražený nebo lyofilizovaný, aby se zabránilo degradaci NK enzymy 
přítomnými v buněčném extraktu [47].  
     Prvním krokem je lyze buněk nutná pro uvolnění vnitřního obsahu buněk, tedy i NK. 
K tomu se používají různé techniky, např. působení detergentů, enzymů a chelatačních 
činidel.  
     Dále se používají přečišťovací enzymy pro odstranění RNA (při izolaci DNA) a proteinů, 
což je velmi důležité, protože buňky obsahují jednak řadu enzymů, které NK degradují, a dále 
proteiny, které se vážou na DNA a tak mohou omezovat účinnost následujících experimentů. 
     V dalším kroku se DNA přečišťuje od detergentů a ostatních složek lyzačního roztoku, 
proteinů, solí a dalších nečistot: 
1) Srážení alkoholem, nejčastěji ethanolem nebo isopropanolem, ve kterých DNA není 
rozpustná a je možné ji izolovat centrifugací. Pro efektivní srážení se často zvyšuje iontová 
síla přidáním octanu sodného nebo jiné soli. 
2) Izolace pomocí minikolony využívající schopnost DNA vázat se na sklo nebo křemelinu v 
přítomnosti chaotropních solí, které jsou schopny vytvářet vazby zároveň se záporně nabitým 
sklem i záporně nabitou DNA. Po promytí ethanolem obsahujícím chaotropní soli a 
odstranění nečistot může být DNA uvolněna vodou nebo vhodným pufrem. 
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3) Fenol-chloroformová extrakce, při které se ke vzorku přidá fenol denaturující proteiny, 
které se vysráží na mezifázi vytvářené mezi fenolovou a vodní fází. Zbytky fenolu jsou 
odstraněny přidáním chloroformu, který se pro svou vysokou hustotu snadno odděluje od 
vodné fáze. Pro izolaci DNA se využívá fenol v bazickém pufru, ve kterém RNA není 
stabilní. 
     Po izolaci je DNA obvykle uchovávána v ultračisté vodě nebo ve vhodném pufru. 
Nejčastěji se používá slabě alkalický TE pufr, který obsahuje Tris udržující pH kolem 8 a 
EDTA chelatující dvoumocné kationty, které jsou nezbytné pro funkci DNáz a tak stabilizuje 
vzorek. 
2.3 Princip a základní charakteristika polymerázové řetězové reakce (PCR) 
 
Polymerázová řetězová reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR [43]; [44]) je metoda na 
rozmnožení (amplifikaci) definovaného úseku DNA v podmínkách in vitro. Proces 
amplifikace je analogický replikaci DNA probíhající v živých organizmech. Pomocí PCR je 
možné vytvořit desítky milionů kopií úseku DNA v průběhu několika desítek minut.  
PCR se skládá z opakujících se cyklů, z nichž každý se skládá z následujících kroků 
probíhajících při definované teplotě (obrázek 4): 
1. rozpletení (denaturace) DNA tj. konverze dvojvláknové DNA na jednovláknovou při 
teplotě 94 – 95 °C, 
2. přilnutí (annealing) krátkých oligonukleotidových úseků (nazývaných primery, angl. – 
primer) k homologickým úsekům DNA při teplotě 37 – 70 °C, 
3. dosyntetizování (polymerizace) druhého vlákna DNA z nukleotidů pomocí termostabilní 
DNA polymerázy při teplotě 60 – 72 °C. 
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Obrázek 4: Teplotní průběh jednoho cyklu při klasické PCR. 
 
Na amplifikaci vybraného úseku DNA se použijí dva oligonukleotidové primery, z nichž 
jeden je homologický k úseku jednoho vlákna DNA a druhý je homologický k jinému, vhodně 
vzdálenému (zpravidla 70 bp – 3000 bp) úseku druhého vlákna DNA. Použití takových 
primerů vede v prvním cyklu PCR ke vzniku dvou druhů fragmentů DNA, jejichž vlákno 
začíná jedním nebo druhým uvedeným primerem a dosahuje délku několik set až několik tisíc 
bázových párů, jakou se podaří nasyntetizovat během trvání polymerizace. V druhém cyklu 
PCR přilnou oligonukleotidové primery kromě původní DNA i na nové, kratší fragmenty 
DNA, na kterých polymerizace skončí dřív a vzniknou fragmenty DNA začínající jedním 
primerem a končící sekvencí homologickou k druhému primeru (obrázek 4) [35]. V dalším 
průběhu PCR se jako templát uplatňují prakticky výlučně nové, krátké fragmenty DNA, v 
každém cyklu se jejich počet zdvojnásobí (obrázek 5), amplifikace má exponenciální 
charakter a počet fragmentů Nn v cyklu n této části PCR je možné vypočítat: 
 
Nn = N0 . 2n   
 
kde N0 je počet fragmentů DNA na začátku exponenciální části PCR [48]. 
     Podmínkou správného průběhu PCR je kromě přítomnosti templátové DNA a primerů 
vhodný enzym, který řídí polymerizaci (dosyntetizování) cílového úseku DNA a přítomnost 
deoxyribonukleotidů – stavebních jednotek DNA.  
     PCR se prakticky realizuje v programovatelném termostatě, termocykleru. V klasické verzi 
se vzorek DNA po ukončení PCR analyzuje elektroforézou v agarózovém gelu a hodnotí se 
přítomnost anebo nepřítomnost fragmentu DNA určité molekulové hmotnosti.  
      Hlavní aplikací PCR je rychl
a vysoce selektivní důkaz ur
fragmenty DNA, které mohou
potravin se PCR používá na d
druh mikroorganizmů, rostlin 
 
Obrázek 5: Schématické znázorn
2.4  Princip a základní charakteristika real
V posledních letech se ve vý
PCR, což je PCR s průběžným monitorov
klasické tzv. end-point PCR s
zjišťuje na základě nárůstu fluorescenc
DNA s interkalačním barvivem
případě real-time PCR s barvivem
množství veškeré DNA ve vzor
fragmentů DNA na základě 
analysis). Z vícero navrhnutých 
nebo primery se na základě prakticky ove
PCR s použitím hydrolyzační 
 
ý (15 min – 2 h), vysoce citlivý (detekční limit 
čitého definovaného fragmentu DNA v
 byt ve velkém (≥ 105-násobném) nadbytku. P
ůkaz určitého druhu DNA, který je charakteristickým 
nebo živočichů. 
ění prvních třech cyklů PCR.  
-time PCR 
zkumu a analytické praxi čím dál více použív
áním fluorescence. Na rozdí
e při této metodě přítomnost amplifikovaných fragment
e v průběhu PCR. Zdrojem fluorescence je komplex 
, nebo různé fluorescenčně značené sondy 
 SYBR® Green se v průběhu PCR ne
ku a po ukončení PCR se udělá analýza amplifikovaných 
stanovení závislosti fluorescence na teplot
způsobů real-time PCR s fluorescenčně ozna
řené robustnosti nejvíc rozšířila tzv. 5'
sondy (obrázek 6). 
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Obrázek 6: Průběh 5′-nukleázové real-time PCR s použitím hydrolyzační sondy typu TaqMan 
(R – reporter, Q – zhášeč). 1 – polymerizace, 2 – přerušení vazby mezi sondou a vláknem 
DNA , 3 – odštěpení reportera a vznik fluorescenčního signálu, 4 – ukončení polymerizace. 
 
Používá se teplotní program PCR s dvojkrokovými cykly. Prvním krokem každého cyklu je 
denaturace, v druhém kroku dojde nejdřív k přilnutí sondy a následně k přilnutí primerů a 
polymerizaci. Když DNA polymeráza při polymerizaci narazí na navázanou sondu, projeví se 
její exonukleázová aktivita a sonda se hydrolyzuje, přičemž se do roztoku uvolní 
fluorescenční barvivo. Fluorimetrické stanovení tohoto barviva umožňuje sledovat 
amplifikaci během PCR, koncentrace fluorescenčního barviva je úměrná množství daných 
amplifikovaných fragmentů DNA. Použití vícerých sond označených různými 
fluorescenčními barvivy umožňuje sledovat amplifikaci vícero fragmentů DNA současně 
[31]. 
     K hlavním výhodám real-time PCR patří minimalizace rizika kontaminace laboratorního 
prostředí amplifikovanými fragmenty DNA díky uzavřenosti systému a možnosti kvantifikace 
specifického fragmentu DNA na základě průběhu amplifikačních křivek. Mezi další výhody 
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patří zkrácení celkového času potřebného na analýzu a vyloučení manipulace 
s elektroforetickými gely, které zpravidla obsahují karcinogenní barvivo ethydiumbromid. 
     Koncentrace DNA se v real-time PCR stanovuje na základě určení tz. prahového cyklu, 
označovaného CT (z angl. threshold cycle), který se určí pro každý vzorek zvlášť z prahové 
hodnoty fluorescence. CT je cyklus, ve kterém se poprvé v průběhu reakce zaznamená výrazný 
nárůst fluorescence. V logaritmickém tvaru exponenciálního průběhu PCR je fáze rychlého 
přírůstku produktu lineární. Směrnice s této lineární závislosti charakterizuje účinnost 
(efekivnost) E reakce. Absolutní hodnota koncentrace produktu se určí pomocí kalibrační 
křivky s použitím standardní DNA se známou koncentrací a s příbuznými vlastnostmi cílové 
DNA. Neznámou koncentraci analytu je možno určit relativní kvantifikací v poměru 
k endogenní DNA přítomné v genomu sledovaného organizmu nebo porovnáním se známým 
přidaným množstvím exogenní DNA.  
2.5 Složky reakční směsi PCR 
Základní složky reakční směsi (MasterMix) jsou 4, v případě real-time PCR 5. Jsou to směs 
deoxiribonukleotidů (dNTP), polymeráza, primery a hořečnaté kationty. U real-time PCR 
ještě sonda. 
2.5.1  Termostabilní DNA polymerázy 
DNA polymeráza je enzym, který katalyzuje polymeraci řetězce DNA. V replikační vidlici 
vkládá dNTP a prodlužuje tak řetězec. DNA polymeráza umí takto přidávat nové nukleotidy 
pouze na 3´ konec nově vznikajícího řetězce DNA. Díky tomu se tento řetězec prodlužuje ve 
směru 5´ → 3´. DNA polymeráza nikdy nesyntetizuje nový řetězec DNA de novo, vždy 
potřebuje již navázaný 3´ konec (primery). 
     Předpokladem pro vykonání PCR je použití termostabilní DNA polymerázy, která si 
během PCR a hlavně během denaturačních kroků zachováva aktivitu. Nejčasteji se používá 
termostabilní DNA polymeráza izolovaná z termofilní bakterie Thermus aquaticus a označuje 
se jako Taq DNA polymeráza. Mírně odlišné vlastnosti mohou mít enzymové preparáty 
připravené z jiných druhů tohoto rodu. Z technologických důvodů se enzym připravuje v 
rekombinantní Escherichia coli a jen ve speciálních případech, když by případná přítomnost 
stop DNA z E. coli mohla překážet, se používá enzym izolovaný z původní termofilní 
bakterie. 
     Optimální teplota pro aktivitu Taq DNA polymerázy je 65 – 72 °C a optimální pH je okolo 
9,0. Teplotní stabilita enzymu je při 100 °C přibližne 5 minut, potom dochází k inaktivaci 
enzymu, ale při 95 °C se tento čas podstatně prodlužuje. Pro svoji aktivitu vyžaduje Taq DNA 
polymeráza přítomnost iontů Mg2+. 
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Na analýzu potravin se v současnosti rozšířilo používaní tepelně aktivovaných Taq DNA 
polymeráz, které jsou při laboratorní teplotě neaktivní až do zahřátí na teplotu 94 – 95 °C na 
určenou dobu. Při použití tepelně aktivované Taq DNA polymerázy se silně omezuje 
amplifikace nespecifických fragmentů DNA s částečnou homologií v oblasti primerů, ke které 
jinak může dojít na začátku PCR během přípravy reakční směsi i když se připravuje při          
0 – 5 °C. Některé tepelně aktivované Taq DNA polymerázy jsou uvedené v tabulce 1. 
     Množství nebo koncentrace DNA polymerázy se udává v jednotkách aktivity (U). Jedna 
jednotka aktivity je definována jako množství enzymu, které katalyzuje zabudování 10 nmol 
dNTP během 30 min při 72° C do materiálu precipitovatelného trichloroctovou kyselinou. 
     Pro klasickou PCR se doporučuje používat Taq DNA polymerázu v množství minimálně   
1 U na jednu reakční dávku. Pro 5'-nukleázovou real-time PCR se doporučuje 1,25 – 2,5 U 
Taq DNA polymerázy na jednu reakční dávku. 
 
Tabulka 1. Některé tepelně aktivované Taq DNA polymerázy. 
Preparát výrobce způsob inaktivace doba 
aktivace 
AmpliTaq 
Gold 
Applied Biosystems, Foster City, 
CA, USA 
chemická modifikace 5 – 10 min 
FastStart Taq 
Roche Diagnostics, Mannheim, 
Německo 
chemická modifikace 2 – 4 min 
HotMaster 
Taq 
Eppendorf, Hamburg, Německo 
reverzibilní vazba 
inhibitora 
2 min 
HotStar Taq Qiagen, Hilden, Německo chemická modifikace 15 min 
iTaq Bio-Rad, Hercules, CA, USA vazba protilátky 3 min 
Platinum Taq Invitrogen, Carlsbad, CA, USA vazba protilátky 0,5 – 2 min 
TaKaRa Taq 
HS 
TaKaRa, Shiga, Japonsko vazba protilátky 0,5 min 
Thermo-Start AB Gene, Epsom, Velká Británie chemická modifikace 10 – 20 min 
2.5.2  Primery, sondy 
Selektivitu PCR určuje volba oligonukleotidových primerů a v případě 5'-nukleázové real-
time PCR i volba sondy. Tyto se navrhují na základě známých sekvencí DNA cílového 
organizmu, přičemž se používá specializovaný software, např. Primer Express (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA) nebo Beacon Designer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 
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Multikopiové geny, například chloroplastové anebo mitochondriální, jsou vhodným cílovým 
markerem pro navrhnutí velmi citlivé PCR [14]. Vzhledem k tomu, že tyto geny jsou většinou 
konzervativní ve vícerých druzích organizmů, je třeba testovat možnost křížové reakce těchto 
markerů [21]. Z tohoto důvodu se při identifikaci alergenů upřednostňují specifičtější geny, 
které jsou většinou jednokopiové. Charakteristické cílové geny mohou být specifické pro 
organizmus obsahující daný alergen ale není nutné vybírat jako cílovou sekvenci gen pro 
alergen. Jako identifikační marker může být použit jakýkoliv gen, který umožňuje 
jednoznačnou identifikaci alergenního druhu. Bez ohledu na výběr cílového genu, podmínkou 
pro primery je jejich specifická vazba na templátovou DNA a vyloučení možnosti vzniku 
nespecifických produktů během PCR a snížení účinnosti PCR.  
2.5.2.1  Navrhování primerů a sond pro real-time PCR 
Při navrhování primerů a sond se zohledňuje několik požadavků: 
1) Teplota tání (Tm) by se měla pohybovat v rozmezí 58 – 60 ˚C  a měla by být stejná pro oba 
primery. Teplota tání sondy by měla být o 10 ˚C vyšší než teplota tání primerů. 
2) Vhodná délka primerů je 15 – 30 bázových párů. 
3) V ideálním případě je obsah G + C párů 30 – 80 %. Když není možné splnit tento 
požadavek, je třeba zvýšit teplotu tání a použít aditiva např. glycerol nebo dimetylsulfoxid, 
které mění konformace těchto bází. Páry těchto bází jsou pak méně stabilní a lépe dochází 
k denaturaci.  
4) Ve všeobecnosti je třeba se vyhnout opakování identických nukleotidů, obzvlášť typu G. 
5) Celkový počet G a C nukletidů na posledních pěti místech 3' konce primerů by neměl být 
vyšší jak dva. Tento požadavek se uplatňuje proto, aby se zabezpečila relativní nestabilita na 
3' konci primerů, čímž se předejde nespecifickému navázání primerů.  
6) Maximálna délka amplikonu by neměla přesáhnout 400 bázových párů (ideální délka 
produktů je 50 – 150 bp). Menší amplikony jsou výhodnejší z hlediska stálosti produktu, 
efektivnosti PCR a vyšší toleranci vůči podmínkám PCR. 
7) Sondy typu Taqman mají optimální délku 20 – 30 bp. V sekvenci sond je též třeba se 
vyhnout identickým nukleotidům, obsah G a C nukleotidů má být 30 – 80 %, počet C 
nukleotidů má být vyšší jak G nukleotidů a G nukleotid by neměl být na 5' konci. Vyšší počet 
C nukleotidů má za následek zvýšení hodnot fluorescence (∆Rn). 
8) Je třeba vyloučit možnost vzniku vnitromolekulárních sekundárních struktur, dimerů. 
Selektivitu navrhnutých primerů a sond je potřebné ověrit porovnáním v rámci databáze 
sekvencí DNA pomocí softwaru Basic Local Alignment Search Tool (BLAST; National 
Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD, USE). 
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Sonda typu TaqMan má na 5' konci navázané fluorescenční barvivo a na 3' konci „zhášeč“. 
V 5'-nukleázové real-time PCR se sonda používá obvykle v koncentraci 200 nmol.dm-3. 
Sondy se navrhují tak, aby měli teplotu tání o něco vyšší jako primery. Optimální koncentrace 
sondy je 50 – 200 nmol.dm-3. 
     Primery se v PCR používají obvykle v koncentraci 300 – 500 nmol.dm-3, jejich množství je 
někdy vhodné optimalizovat z hlediska výtěžku a selektivity amplifikace.  
      
Teplotu tání (Tm) primerů je možné vypočítat podle vzorce: 
 
Tm = 4 × (počet[C] + počet[G]) + 2 × (počet[A] + počet[T]) 
 
Specializované softwary automaticky zohledňují většinu požadavků při navrhování primerů 
a sond, avšak specifickost reakce může být ovlivněna například tehdy, když se amplifikuje 
nízké množství templátu anebo cílový gen je exprimovaný ve velmi nízkém množství. 
Optimalizací PCR reakce je možné těmto problémům předejít. 
2.5.2.2  Dimerizace a svinování primerů 
     Důležitým faktorem, který ovlivňuje vznik specifického produktu, je tvorba primerových 
sekundárních struktur. Dimery primerů nejčasteji vznikají interakcí mezi přímým a reverzním 
primerem, přilnutím dvou přímých anebo dvou reverzních primerů anebo svinutím jednoho 
primeru. Dimery primerů se projevují ve větší míře v komplexních typech reakcí, například v 
multiplexních real-time PCR. Pokračující dimerizací se může produkt prodloužit a dosáhnout 
délky cílového amplikonu, pričemž s pokračujícím narůstáním cyklů narůstá i nespecifický 
produkt. Všeobecně platí, že čím je menší množství templátové DNA na začátku reakce, tím 
je větší pravděpodobnost, že se budou tvořit dimery primerů. Proces dimerizace je však méně 
specifický jako tvorba komplexu primeru s templátem. Je známo vícero postupů, kterými je 
možné minimalizovat anebo eliminovat nežádoucí jev dimerizace. 
     Hlavním důsledkem dimerizace je potenciální možnost zkreslení specifického signálu, 
v nejvetší míře v reakcích s detekcí založenou na vazbě fluorescenčních barviv na 
dvojvláknovou DNA (například SYBR® Green). Dalším problémem je kompetice mezi 
dimerizovanou formou primerů a vznikajícím amplikonem, čímž se posune účinnost reakce 
mimo požadovaný rozsah 90 – 110 %. Posledním nežádoucím vlivem dimerizace primerů je 
ovlivnění dynamického rozsahu reakce a snížení citlivosti. Nespecifické produkty nepříznivě 
ovlivňují výsledky absolutní kvantifikace, při které se určuje koncentrace DNA s přesností na 
počet kopií. 
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Na předcházení nežádoucím vlivům dimerizace jsou dostupné různé softwarové programy, 
které vyhodnotí možnosti tvorby dimerů nebo svinování navrhnutých primerů. I přesto je 
potřebné před vlastním používáním primerů experimentálně ověrit možnost dimerizace. 
Tradiční metodou experimentálního ověřování je elektroforéza, v které se přítomnost dimerů 
projeví jako rozmazaný pás v čele separovaných fragmentů. Gelová elektroforéza je však jen 
orientačním nástrojem při určování možné dimerizace primerů. Spolehlivě se dimerizace zjistí 
z křivky tání DNA. 
Dimerní struktury se občas tvoří v kontrolní vzorce, která neobsahuje templátovou DNA, tedy 
v negativní kontrole (tzv. NTC). Když totiž není přítomna DNA, primery upřednostňují 
vzájemné interakce. V přítomnosti templátu je tvorba dimerních struktur v nevýhodě.  
2.5.3  Hořečnaté kationty 
Hořečnaté kationty působí jako kofaktor DNA polymerázy, také ovlivňují proces tání DNA 
a tedy i hybridizaci primerů na templátovou DNA. Příliš nízká koncentrace Mg2+ může mít za 
následek nízký výtěžek reakce, naopak příliš vysoká koncentrace může vést k tvorbě 
nespecifických produktů. V klasické PCR se nejčasteji používají Mg2+ v koncentraci 1,5 
mmol.dm-3, zvýšení této koncentrace vede k vzrůstu výtěžku amplifikace na úkor snížení 
selektivity. 5'-nukleázová real-time PCR vyžaduje vyšší koncentraci Mg2+ (3 – 5 mmol.dm-3). 
2.5.4  Deoxyribonukleotidy 
Deoxyribonukleotidy (dNTP) jako monomery pro polymerizační reakci se používají ve formě 
ekvimolární směsi dATP, dCTP, dGTP a dTTP v koncentraci 200 – 400 µmol.dm-3 každé 
báze. 
2.6  Teplotní program 
Aby se dosáhlo důkladné denaturace DNA na začátku klasické PCR, začíná zpravidla teplotní 
program úvodní denaturací při 94 – 95 °C po dobu 1 – 5 min. Potom následuje 30 – 40 cyklů 
skládajících se z denaturace při 94 – 95 °C po dobu 15 s – 1 min, přilnutí při optimalizované 
teplotě po dobu 15 s – 1 min a polymerizace při 72 °C po dobu 30 s – 2 min. Trvání 
jednotlivých kroků se určuje hlavně podle kvality termocyklera a podle velikosti 
amplifikovaného fragmentu DNA. Optimalizaci teplotního programu je vhodné začínat s 
delšími časi výdrže. Při použití cyklera, který přesně dodržuje naprogramované hodnoty 
výdrže při nastavené teplotě, je možné zkusit výdrže zkrátit, čímž se zkrátí doba analýzy a 
může se i zvýšit výtěžek, protože se zvýší životnost DNA polymerázy. 
     Zvláštní kapitolou optimalizace teplotního programu bývá optimalizace teploty přilnutí, 
protože vypočítané teploty tání se obvykle nedají přímo prakticky použít. Tento problém je 
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možné v současnosti řešit použitím cyklera s tzv. gradientovým blokem, který umožňuje v 
jednom běhu cyklera nastavit různé teploty přilnutí v jednotlivých řádcích nebo sloupcích 
bloku. 
     Na konci teplotního programu se zařazuje několikaminutová závěrečná polymerizace, 
která v případě dlouhých amplikonů umožňuje dosyntetizovat všechny fragmenty a tím se 
dosáhne zvýšení homogenity produktu amplifikace. 
     Počet cyklů se doporučuje v případě mikrobiologické aplikace 30 až 35, v případě jiných 
aplikací 35 až 40. Zvyšování počtu cyklů zlepšuje citlivost (snižuje detekční limit), avšak za 
cenu snížení selektivity a zvýšení nebezpečí falešně pozitivních výsledků. Doporučuje se 
raději snížit počet cyklů (t.j. použít středně citlivou PCR) a optimalizovat přípravu vzorků 
[27]. 
     V 5'-nukleázové real-time PCR se uplatňuje tendence používat univerzální teplotní 
program, sestávájící z úvodní denaturace pri 95 °C po dobu potřebné na aktivaci DNA 
polymerázy, a z 40 – 60 cyklů zahrnujících denaturaci při 95 °C po dobu 15 s a přilnutí při      
60 °C po dobu 1 min. Používání tohoto univerzálního teplotního programu se podřizuje 
optimalizace složek reakce. Velkou a praktickou výhodou používání univerzálního teplotního 
programu je možnost vykonat různé analýzy v jednom běhu cyklera. 
2.7  Termocyklery 
Technika termocyklerů se v posledních letech značně zdokonalila a vykrystalizovaly se určité 
upřednostňované řešení. V současnosti jsou nejrozšířenější termocyklery s 96-jamkovým 
termoelektrickým modulem (termoblokem). Dostupné jsou už termobloky, jejichž technické 
parametry se zachovávají po dobu několikaletého používání. Na základě měření se zjistilo, že 
nejlepší technické parametry mají termocyklery firem Applied Biosystems a Bio-Rad [46]. 
Termocyklery na principu ohřevu tepelným zářením a chlazení vzduchem, což je nejlacinější 
řešení, vyžadují na dosažení dostatečné účinnosti umístění vzorek ve skleněných kapilárách. 
Toto technické řešení vyniká rychlostí, která je důležitá pro jejich původní určení na vojenské 
použití. Různými technickými úpravami jako je použití stříbrného nebo nízkého (low-profile) 
termobloku je možné zrychlit ohřev a chlazení i v případě termocyklerů s termoelektrickým 
ohřevem a chlazením. Při použití na analýzu potravin však rychlost PCR není prvořadá, když 
předcházející příprava vzorků trvá několik hodin anebo i dní [51]. 
2.7.1  Termocyklery pro real-time PCR 
Pro real-time PCR jsou potřeba přístroje, v kterých je integrovaný termocykler 
s fluorimetrem. Takovéto přístroje se vyrábějí a používají už několik let a také se začínají 
krystalizovat určité efektivní technické řešení. Při použití v PCR na analýzu potravin je třeba 
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počítat s používáním interního standardu (viz dále), a je tedy potřebný real-time cykler s 
optickou částí s minimálně dvěma co nejméně interferujícími fluorimetrickými kanály. 
Nejdokonalejší řešení představuje přístroj Prism 7900 (Applied Biosystems), který snímá celé 
emisní spektrum. To však vyžaduje velmi intenzivní excitaci, které se dosahuje použitím 
laseru a tím se toto technické řešení stává velmi drahým. Méně dokonalé ale podstatně 
lacinejší řešení představuje použití filtrové optiky s definovaným excitačním a emisním 
filtrem pro každý fluorimetrický kanál. Použití poměrně slabého excitačního zdroje 
(halogenové lampy) vyžaduje použití fotonásobiče anebo jiného optického zesílení na detekci 
emise. Pokud se použije silnější excitační zdroj (LED), stačí na detekci emise nejlacinější 
řešení ve formě skenujících fotodiod. 
     Co se týká ohřevu a chlazení, většina přístrojů pro real-time PCR používá termoelektrický 
ohřev a chlazení. Kapilární přístroj LightCycler (Roche, Indianapolis, IN, USE) s ohřevem 
zářením a chlazením vzduchem je sice velmi rychlý, ale v analýze potravin je vhodné 
upřednostnit přesné a spolehlivé řešení, jestliže trvání PCR představuje jen zlomek celkového 
času analýzy a rychlost PCR není prvořadá. 
2.8  Protikontaminační opatření 
Vzhledem k vysoké citlivosti PCR je velmi důležitou stránkou jejího praktického použití 
vykonávání protikontaminačních opatření. Kontaminant se může dostat do vzorky 
z laboratorních pomůcek, z jiné templátové DNA při neopatrné manipulaci se vzorkami anebo 
z PCR produktů předcházejících reakcí. K protikontaminačním opatřením patří používání 
jednorázového plastového materiálu kategorie čistoty "DNA-free" včetně špiček 
k mechanickým pipetám s protiaerosolovým filtrem, práce se zásobními roztoky a vodou 
rozdělenými a skladovanými v malých dávkách, příprava vzorek a reakčních směsí v 
oddělených prostorech, které jsou důkladně dekontaminovány použitím UV-C-světla 
a roztoku chlornanu, a pravidelná dekontaminace laboratorních pomůcek. Závažným zdrojem 
kontaminace může být otvírání zkumavek po PCR a jejich pipetování do gelu 
při elektroforetické analýze. Tato práce se musí vykonávat v odděleném prostoru a současným 
trendem je úplně se otvírání zkumavek po PCR vyhnout použitím real-time PCR anebo end-
point fluorimetrie [26]. 
2.8.1  Uracil-DNA-glykosylázový protikontaminační systém 
Dalším opatřením, které brání kontaminaci nové reakční směsi produkty předcházející PCR, 
je použití uracil-DNA-glykosylázového systému. Jeho principem je použití dUTP v reakční 
směsi namísto dTTP, v důsledku čehož se v PCR syntetizují fragmenty uracilové DNA. Do 
reakční směsi nasledující PCR se přidá enzym uracil-N-glykosyláza, který degraduje 
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jakékoliv produkty PCR s obsahem uracilu, přičemž přirozený templát s obsahem tyminu 
zůstane nepoškozený. Před začátkem samotné PCR se reakční směs zahřeje na 50 ˚C, aby se 
odštěpily zbytky s obsahem uracilu z kontaminované DNA. Odstraněním uracilových zbytků 
se  DNA fragmentuje a nemůže být v další reakci použita jako templát. Při zahřátí po dobu 
první denaturace v PCR ztratí uracil-N-glykosyláza aktivitu a PCR dále probíhá obvyklým 
způsobem [32]. Je dostupná i tepelně labilní forma enzymu uracil-N-glykosylázy a používá se 
v jednostupňové real-time PCR analýze. 
2.9  Zábrana inhibice PCR 
Vzhledem ke komplexnosti potravinových matric není v některých případech možné zabránit, 
aby preparát DNA, který se přidává do PCR, obsahoval inhibitory PCR. Proto někteří autoři 
doporučují používat vybrané druhy termostabilních DNA polymeráz, které jsou odolnější vůči 
inhibitorům, například Tth DNA polymerázu [2] a doplnit reakční směs PCR o látky, které 
pomáhají překonat případnou inhibici PCR složkami potravin, konkrétně o hovězí sérový 
albumin [1]. Účinek těchto protiinhibičních opatření se však v podmínkách naší laboratoře 
nepotvrdil a proto doporučujeme vždy identifikovat amplifikovatelnost preparátu DNA 
použitím amplifikační interní kontroly. 
2.10  Parametry real-time PCR 
Real-time PCR je možné použít na spolehlivou analýzu potravin jen tehdy, jestliže jsou 
zohledněny všechny paramertry reakce [20]. Využívá se přitom skutečnost, že od třetího 
cyklu má PCR teoreticky exponenciální charakter. V praktických podmínkách je na to potřeba 
splnit vícero technických a chemických podmínek, například přesné dodržení teplotního 
programu termocykleru, dostatečná citlivost měření fluorescence, správně dimenzovaná 
reakční směs tak, aby nedocházelo k limitaci PCR vyčerpáním některé z komponent atd. 
Přesto se exponenciální charakter PCR zpravidla podaří udržet jen v první půlce amplifikace. 
     Počáteční koncentrace templátové sekvence DNA se zjišťuje na základě extrapolace křivek 
závislosti fluorescence na čase (obrázek 7). V praxi se nejčasteji používá aproximace založená 
na uplatnění tzv. prahového cyklu CT. Vychází se přitom z křivek závislosti logaritmu 
fluorescence na čase (resp. přístrojovém čase v jednotkách pořadového čísla cyklu), které by 
měli být ze začátku amplifikace lineární a rovnoběžné (obrázek 8).  
Prahová hodnota fluorescence (angl. threshold) je úroveň signálu, který vykazuje statisticky 
významný nárůst nad určenou hodnotou signálu pozadí (angl. baseline). Nastavuje se tak, aby 
byl relevantní signál amplifikace odlišitelný od pozadí. Real-time PCR cyklery nastavují 
obvykle hodnotu prahové hodnoty fluorescence automaticky a to na hodnotu, která je rovna 
10-násobku standardní odchylky fluorescenčního signálu pozadí. Prahová hodnota 
29 
 
fluorescence se dá nastavit manuálně na kteroukoliv hodnotu v exponenciální fázi průběhu 
PCR. 
 
 
Obrázek 7: Ukázka záznamu analýzy desítkových ředění kultury Salmonella enterica 
použitím 5'-nukleázové real-time PCR se sondou typu TaqMan. Uvádí se záznam 
fluorescence. 
 
 
Obrázek 8: Záznam logaritmu fluorescence z analýzy desítkových ředění kultury Salmonella 
enterica použitím 5'-nukleázové real-time PCR se sondou typu TaqMan. 
 
 
Obrázek 9: Kalibrační čára ze záznamu analýzy desítkových ředění kultury Salmonella 
enterica použitím 5'-nukleázové real-time PCR se sondou typu TaqMan. 
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Prahový cyklus (CT) je hodnota přístrojového času v jednotkách pořadového čísla cyklu, při 
které daná křivka dosáhne určitou zvolenou hodnotu logaritmu fluorescence. Tato hodnota se 
nastavuje buď konstantně v rámci souboru experimentů, anebo se volí na základě určitých 
požadavek, například jako nejnižší hodnota fluorescence, při které jsou všechny amplifikační 
křivky lineární. Z hodnoty CT se počítá počet kopií DNA, protože CT je v inverzním vztahu ku 
množství východiskového templátu. Když například porovnáváme dvě PCR reakce, 
ze kterých je v jedné dvojnásobná koncentrace templátu jak v druhé, bude CT této reakce 
o jeden cyklus nižší než druhé (obrázek 10). Předpokládá se, že obě tyto reakce probíhají se 
100 % účinností (tj. množství produktu se v každé následující reakci zdvojnásobí). 
 
 
 
Obrázek 10: Průběh real-time PCR s vyznačenou prahovou hodnotou fluorescence (threshold) 
a prahovými cykly (CT) pro jednotlivé vzorky. (Na ose y jsou hodnoty fluorescence naměřené 
na real-time PCR cykleru). 
 
Baseline informuje o průběhu real-time PCR v prvních cyklech reakce, obyčejně v 3 – 15 
cyklu, ve kterých je jen velmi mírný nárůst fluorescenčního signálu. Slabý signál fluorescence 
se pokládá za  pozadí, respektive „šum“ reakce. Baseline se nastavuje empiricky pro každou 
reakci, přičemž se používá automatický anebo manuální způsob analýzy amplifikačních 
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křivek. Baseline se nastavuje tak, aby bylo možné přesně určit prahový cyklus CT. Přitom je 
třeba vzít do úvahy dostatečný počet cyklů, aby se odfiltroval signál pozadí, ale současně aby 
se neeliminovaly cykly, v kterých už vzrůstá fluorescenční signál z důvodu přibývání 
produktu PCR. Baseline se nastavuje na stejnou hodnotu tehdy, když je potřeba navzájem 
porovnávat vícero experimentů.  
Posun na ose y (angl. y–intercept), který vytíná kalibrační čára, odpovídá teoretickému 
detekčnímu limitu reakce, anebo očakávané nejnižší hodnotě CT cílové molekuly. Přestože je 
teoreticky možné metodou PCR stanovit jedinou kopii cílového produktu, počet 10 kopií je 
obvykle pokládán za nejnižší hodnotu spolehlivé kvantifikace metodou real-time PCR. Posun 
na ose y můžeme tedy pokládat za užitečný nástroj na přímé určení citlivosti reakce. Číselná 
hodnota úseku na ose y se dá použít i na porovnávání různých amplifikačních systémů 
a cílových molekul. 
Účinnost reakce - v případě real-time PCR realizované v podmínkách stoprocentní účinnosti 
dojde při každém cyklu k zdvojnásobení amplifikovaného fragmentu DNA, což znamená, že 
kalibrační křivka ct = f (log c) má směrnici k rovnu -3,322 a q (posun na ose y) se liší v 
různých podmínkách měření v souvislosti s citlivostí měření fluorescence a s nastavením 
prahové hodnoty fluorescence při odčítání prahových cyklů. V praktických podmínkách se při 
real-time PCR akceptuje účinnost 90 % – 110 %, čemuž odpovídají směrnice -3,1 až -3,6, 
když pro účinnost E platí vztah E = 10(-1/k) - 1 (k je směrnice kalibrační křivky). Účinnost 
reakce ovlivňují experimentální faktory (délka, sekundární struktura a počet GC párů 
amplikonu), dynamika reakce, koncentrace reagencií, kvalita použitého enzymu. V závislosti 
na těchto faktorech klesá účinnost pod 90 %. Při výskytu inhibitorů PCR dosahuje účinnost 
hodnoty nad 110 %. 
     Na určení neznámé koncentrace templátové DNA z údaje prahového cyklu se v 
praktických podmínkách většinou používá kalibrační čára (obrázek 9). Přitom je třeba si 
uvědomit, že i v ideálním případě je kvantifikace touto metodou poměrně nepřesná, protože 
kalibrační čára je plochá a to znamená, že už malé rozdíly v naměřených hodnotách 
prahových cyklů
 
vedou k velkým rozdílům v odečítaných hodnotách koncentrace analytu. 
     Kalibrační čára se sestrojí z ředění templátu se známou počáteční koncentrací, aby se 
určila neznámá koncentrace cílového templátu anebo se stanovila účinnost reakce. Na osu x 
se nanášejí hodnoty logaritmu koncentrací ředění templátu a na osu y hodnoty CT pro dané 
koncentrace. Z kalibrační čáry se odečítají parametry směrnice, úseku na ose y, kudy prochází 
kalibrační čára a korelačního koeficientu. Rozsah koncentrací standardů má být vybrán tak, 
aby byly zahrnuty očakávané koncentrace cílového produktu. 
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Korelační koeficient (R2) je ukazatel toho, nakolik data získané pro cílový templát 
odpovídají hodnotám naměřeným pro sestrojení kalibrační čáry. Hodnota R2 poukazuje na 
linearitu kalibrační čáry. V ideálním případě platí R2 = 1, ale obvykle je maximální hodnota 
0,999. 
Pro spolehlivou kvantifikaci DNA metodou real-time PCR je třeba zabezpečit dostatečný 
dynamický rozsah, což je poměr mezi nejnižší a nejvyšší měřitelnou hodnotou. 
     Real-time PCR je metoda velmi citlivá na rozdíly ve složení reakční směsi způsobené např. 
nepřesností pipetování jejich složek v malých objemech, a též na rozdíly v teplotním 
programu způsobené heterogenitou termobloku. Proto se doporučuje vykonávat analýzy se 
šesti paralelními měřeními a výsledky přiměřeně statisticky zpracovat. I přesto, že některé 
přístroje umožňují přenos kalibračních čar mezi experimenty, doporučuje se sestrojit v 
každém experimentu (při každém běhu termocyklera) novou kalibrační čáru aspoň s třemi 
paralelními měřeními. Analyzovaný preparát DNA se doporučuje naředit tak, aby se ho do 
reakční směsi přidávalo minimálně 5 µl. Další zvýšení přesnosti je možné dosáhnout pomocí 
standardizace s použitím exogenního interního standardu, kterým je nejčasteji rekombinantní 
plazmid [36]. 
     Při použití kvantitativní real-time PCR na analýzu potravin však nestačí standardizovat 
amplifikaci, ale je potřebné standardizovat celou metodu včetně izolace DNA [8]. Použití 
rekombinantních molekul DNA na tento účel však naráží na problémy s nízkou 
reprodukovatelností a koncentrační závislostí účinnosti jejich extrakce z potravin [37]. Aby se 
tyto metodické problémy obešly, uplatňuje se v oblasti analýzy geneticky modifikovaných 
organizmů (GMO) v potravinách relativní kvantifikace s použitím endogenního interního 
standardu, kterým je všeobecně přítomná sekvence DNA. Tímto postupem se však stanovuje 
jen relativní koncentrace analytu vůči složkám potravin, které obsahují endogenní interní 
standard. 
2.11  Kontroly průběhu real-time PCR 
Neamplifikační kontrola (angl. no amplification control, NAC) obsahuje vzorku, ale 
neobsahuje enzym. 
Negativní kontrola (angl. no-template control, NTC) umožňuje zjištění možné kontaminace 
v reagenciích použitých na přípravu reakční směsi PCR. V reakční zkumavce s negativní 
kontrolou jsou všechny reakční složky směsi kromě templátu DNA. Eventuální detekce 
fluorescence v negativní kontrole potvrzuje kontaminaci nukleovou kyselinou. V každém 
experimentu by měly být zařazeny aspoň 3 vzorky negativní kontroly. V kvalitativní real-time 
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PCR analýze se doporučuje zařadit 6 opakování negativní kontroly, aby se dosáhl interval 
spolehlivosti 99,7 % [18]. 
2.11.1  Amplifikační kontrola 
Na potvrzení amplifikovatelnosti templátu DNA a tím vyloučení falešně negativních výsledků 
kvalitativní PCR se používá amplifikační kontrola. Jako exogenní amplifikační kontrola se 
používají různé plazmidy nebo bakteriofág λ, které se přidávají do PCR a detekují se pomocí 
samostatné dvojice primerů a případně sondy (např. TaqMan Exogenous internal positive 
control, Applied Biosystems). Jinou možností je exogenní amplifikační kontrola typu mimic, 
což je speciálně připravený plazmid anebo fragment DNA, který se amplifikuje pomocí stejné 
dvojice primerů a identifikuje se na základě odlišné velikosti amplikonu nebo pomocí druhé 
sondy [48]. Další možností je použití endogenní amplifikační kontroly, tj. sekvence DNA, 
která se nachází v každé vzorce prokaryotické DNA [19] nebo eukaryotické DNA [3]. 
Exogenní nebo endogenní amplifikační kontrola se může použít externě, tj. PCR s kontrolou a 
se vzorkou se dělá v samostatných zkumavkách, nebo interně, kdy se kontrola analyzuje ve 
stejné zkumavce jako vzorka použitím PCR v uspořádání duplex. Použití interní amplifikační 
kontroly je vhodnější, protože umožňuje identifikovat vzorky, ve kterých PCR neproběhla 
a správně vyhodnotit PCR (tabulka 2). 
 
Tabulka 2.  Schéma vyhodnocení PCR při použití interní amplifikační kontroly. 
 
Cílový amplikon Interní kontrola                     Výsledek 
 + + pozitivní 
 + – pozitivní 
 – + negativní 
 – – neurčený 
2.12  Identifikace složek potravin s použitím real-time PCR 
Real-time PCR identifikace je založená na zjištění množství neznámého produktu na základě 
umístění naměřené hodnoty na kalibrační čáru vytvořenou z několikanásobných ředění 
standardní DNA. Doporučuje se použít minimálně 5 koncentrací standardu. Standardní 
a neznámá DNA se analyzují odděleně. Standardní DNA musí mít známou východiskovou 
koncentraci, identická vazebná místa pro primery a sondu jako cílová DNA, sekvence mezi 
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vazebnými místy primerů mají být identické nebo co nejvíc podobné, účinnost reakce 
standarní a cílové DNA má být ekvivalentní. 
2.12.1  Standardní DNA pro identifikaci metodou real-time PCR  
Plazmidová DNA - klonování PCR produktu do standardního vektoru je nejvhodnejším 
způsobem přípravy standardní DNA na absolutní kvantifikaci. Výhodami tohoto postupu je 
vznik poměrně velkého počtu kopií standardu, možnost ověření standardu sekvenováním 
a jednoduchá kvantifikace DNA spektrofotometricky. Plazmidové standardy se používají 
v linearizované formě, protože účinnost amplifikace se liší od cirkulární formy plazmidu 
a linearizovaná forma lépe simuluje amplifikaci genomové nebo chromozomální DNA. Počet 
kopií DNA molekul se po spektrofotometrickém měření vypočítá podle vzorce:  
 
(X g / µl DNA / [délka plazmidu v bázových párech x 660]) x 6,022 x 1023 = Y molekul / µl 
 
Fragment PCR - jako DNA standard se používá i PCR produkt, který obsahuje cílovou 
sekvenci. Doporučuje se, aby amplikon měl alespoň o 20 bázových párů více od obou 
vazebných míst primerů. Počet kopií se vypočítá podle vzorce uvedeného pro počítání počtu 
kopií při použití plazmidové DNA s tím rozdílem, že namísto údaje „délka plazmidu“ se 
uvede délka PCR produktu. 
Genomová DNA - Genomová DNA se může použít jako standard tehdy, když se cílová DNA 
nachází v haploidním genomu jen v 1 kopii a můžeme vyloučit amplifikaci pseudogenů nebo 
příbuzných sekvencí. Jestliže je známa velikost genomu organizmu, dá se přímo vypočítat 
počet kopií cílového úseku v genomové DNA. Například velikost haploidního genomu Mus 
musculus je 2,7 x 109 bp, molekulová hmotnost je 1,78 x 1012 Daltonů. 
     1,78 x1012 gramů genomové DNA odpovídá 6,022 x 1023 kopií jednokopiového genu. 1 µg 
genomové DNA odpovídá 3,4 x 105 kopií jednokopiového génu.  
2.12.2  Určení účinnosti amplifikace 
Účinnost amplifikace dvou genů (např. A a B) se porovnává na základě připravených 
několikanásobných ředění. Každá sada ředění se analyzuje real-time PCR a ze získaných 
hodnot prahových cyklů se sestrojí kalibrační čáry pro každý cílový gen.  
Účinnost amplifikace se pak vypočítá podle vzorce:  
 
E = 10(-1/S) – 1         (S = směrnice přímky) 
 
35 
 
Účinnost amplifikace se potom získá tak, že od hodnot CT pro cílový gen A se odečítají 
hodnoty pro cílový gen B. Rozdíl v hodnotách CT se vynese do grafu oproti koncentraci 
templátu. Když je směrnice získané přímky < 0,1, účinnosti amplifikace jsou porovnatelné. 
Rozdílné účinnosti amplifikace - účinnosti amplifikace cílového genu a endogenního 
referenčního genu se často liší z vícero důvodů: rozdílná účinnost přilnutí primerů, zastoupení 
GC párů v amplifikovaných fragmentech a rozdílná velikost produktů PCR obou genů. 
V takovém případě je třeba připravit kalibrační čáru právě tak pro cílový i referenční gen. 
Vzhledem k rozdílům v účinnosti PCR nebudou paralelní ani kalibrační čáry a rozdíly CT 
hodnot cílového a referenčního genu nebudou mít konstantní hodnotu s měnící se koncentrací 
templátu. 
Porovnatelné účinnosti amplifikace - když jsou účinnosti amplifikace cílového genu 
a endogenního referenčního genu stejné, stačí sestrojit jednu kalibrační čáru pro referenční 
gen. S měnící se koncentrací templátu cílové DNA budou konstantní rozdíly mezi hodnotami 
CT pro referenční a cílový gen. Množství cílového a referenčního genu se vypočítá 
porovnáním hodnot CT referenčního genu s kalibrační čárou. 
2.13 Fluorescenční detekční systémy real-time PCR 
Real-time PCR se v současnosti realizuje vícero detekčními technologiemi, přičemž každá 
z nich má určité specifické podmínky při sestavování postupu analýzy. Všechny jsou založené 
na detekci fluorescenčního signálu, který odpovídá určitému množství DNA přítomné ve 
vzorku [47]. Nejpoužívanejší detekční systémy jsou barviva vázající se na DNA (například 
SYBR® Green a SYBR® GreenER technologie), fluorescenční primery (např. fluorescenční 
LUX primery a Amplifluor qPCR primery) a fluorescenční sondy (např. sondy typu TaqMan, 
škorpiony a molekulové majáky). Výběr vhodného detekčního systému je klíčovým bodem 
úspěšné real-time PCR. 
2.13.1  Barviva vázající se na DNA 
Nejjednoduším systémem detekce amplifikované DNA je použití interkalačních barviv, které 
po vazbě na dvojvláknovou DNA produkují fluorescenční signál. Tento typ fluorescenční 
detekce využívají systémy SYBR® Green I a SYBR® GreenERTM.  
Fluorescence barviv vázajících se na DNA (tabulka 3) se výrazně zvýší po navázání na 
dvouvláknovou DNA. Intenzita signálu závisí na množství přítomné dvouvláknové DNA. 
S přibývajícím množstvím dvouvláknové DNA se zvyšuje intenzita signálu, která je přímo 
úměrná koncentraci DNA v analyzovaném vzorku. Nevýhodou tohoto jednoduchého 
detekčního postupu je slabá specifičnost, protože fluorescenční barbivo se váže kromě 
specifické i na jakoukoliv dvouvláknovou DNA, která vzniká při amplifikaci při real-time 
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PCR. Vzniká tak fluorescenční signál, který je způsobený i amplifikací falešných produktů 
a tvorbou primerových dimerů [47]. Vzniku nespecifických produktů se dá předejít 
navrhnutím vysoce specifických primerů a správným výběrem reakčních složek PCR. 
Výhodou real-time PCR technologií založených na detekci fluorescenčních barviv vázajících 
se na DNA je možnost analýzy přítomnosti specifické DNA s použitím křivky tání.  
 
Tabulka 3.  Přehled nejčastěji používaných fluorescenčních barviv 
Barvivo excitační maximum (nm) emisní maximum (nm) 
FAM 494 518 
TET 521 538 
JOE 520 548 
Cal Fluor® Gold 540 522 540 
VIC 538 552 
HEX 535 553 
NED 546 575 
Cal Fluor® Orange 560 538 559 
Cy® 3 552 570 
Quasar® 570 548 566 
TAMRA 560 582 
Cal Fluor® Gold 590 569 591 
ROX 587 607 
Texas Red® dye 596 615 
Cal Fluor® Red 610 590 610 
Cy® 5 643 667 
Quasar® 670 647 667 
2.13.2  Fluorescenčně značené primery 
Technologie založené na fluorescenčně značených primerech jsou vysoce citlivé a specifické 
při detekci DNA i RNA. Fluorofor je v těchto systémech vázaný na specifický primer, 
přičemž fluorescenční signál narůstá po inkorporaci primeru do PCR produktu při 
amplifikaci.  
     Primery typu AmplifluorTM jsou navrhnuty tak, že obsahují fluorofor a zhášeč na jednom 
primeru. Primer má strukturu smyčky, v které jsou fluorofor a zhášeč blízko sebe a nedochází 
k produkci fluorescenčního signálu. Při inkorporaci do PCR produktu se smyčka rozvine 
a nastane zvýšení intenzity fluorescenčního signálu [47]. 
37 
 
Fluoregenní systém primerů typu LUXTM využívá jeden neznačený primer a jeden primer 
svinutý do smyčky a označený fluorescenčním barvivem blízko 3' konce. Konfigurace 
smyčky zabezpečuje, že nedochází ke vzniku fluorescenčního signálu i přes nepřítomnost 
zhášeče. Po inkorporaci rozvinutého označeného primeru do PCR produktu není zhášení 
aktivní a vzniká nárůst signálu. Protože s disociací dvouvláknové DNA se snižuje intenzita 
fluorescenčního signálu, analýza LUXTM primery je kompatibilní s analýzou křivky tání 
DNA. 
2.13.3  Fluorescenčně značené sondy 
Systémy fluorescenčně značených sond jsou vysoce specifické a citlivé při detekci DNA i 
RNA. Tato metoda využívá v PCR oligonukleotidové sondy tzv. typu TaqMan, které jsou 
homologické k časti amplifikovaného fragmentu. Sondy jsou označené fluorescenčním 
barvivem navázaným na 5'-konci a na 3'-konci je navázaný zhášeč, který zabezpečuje, že 
intaktní sonda v reakční směsi nefluoreskuje v dané oblasti vlnových délek. Sonda se 
specificky naváže na homologickou sekvenci DNA. Při PCR se sonda odštěpí působením 
5´nukleázové aktivity Taq DNA polymerázy a vznikne nárůst fluorescenčního signálu. 
S přibývajícím množstvím specifického fragmentu amplifikace se v každém cyklu úměrně 
zvýší i fluorescenční signál. 
2.13.4  Pasivní referenční barviva 
Pasivní referenční barviva se používají na normalizaci fluorescenčního signálu reporterových 
barviv a úpravu kolísavých hodnot fluorescence, které jsou způsobené jinými vlivy než 
samotnou real-time PCR reakcí. Normalizací se upravují hodnoty fluorescence, které kolísají 
v důsledku rozdílů v objemu nebo v koncentraci mezi jednotlivými vzorky nebo v optické 
části přístroje.  
     Většinou se používá pasivní referenční barvivo ROX, protože nijak neovlivňuje reakci 
a poskytuje fluorescenční signál, který je odlišitelný od jakéhokoliv jiného fluorescenčního 
barviva použitého jako reporter nebo zhášeč. Odlišný je jen cykler iCycler iC® (Bio-rad), 
který používa jako pasivní referenci fluorescein.  
Referenční farbivo ROX - je použitelné i bez toho, aby bylo potřebné měnit parametry 
analýzy real-time PCR. Barvivo ROX je vhodným referenčním systémem na normalizaci 
kolísání fluorescenčního signálu způsobeného jinými vlivy než PCR, například chybami při 
pipetování. Dále upravuje signál, který může být zkreslený v důsledku tzv. šumu přístroje 
a využívá se při určování východiskové hodnoty fluorescence, která kolísá obzvlášť v prvních 
cyklech reakce (určení baseline). 
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2.14  Detekce produktů PCR 
Nejběžnějším detekčním postupem na určení přítomnosti cílového produktu je elektroforéza 
v agarozovém gelu. Elektroforeticky se určí velikost PCR produktu, avšak tato metoda neurčí 
sekvenci amplikonu. Jestliže se výsledky PCR mají využívat na analytické účely, doporučuje 
se použít metodu potvrzení sekvence cílového produktu. Vhodnými metodami jsou Southern 
blotting se specifickou hybridizační sondou, sekvenování nukleotidů nebo endonukleázová 
restrikční analýza. Jsou to metody pracné a časově náročné. Real-time PCR nebo metoda 
PCR-ELISA jsou založené na přímém ověření vznikajícího specifického produktu a proto 
jsou výhodnější pro praktické využití. 
2.14.1  Elektroforéza v agarozovém gelu 
Elektroforéza v agarozovém gelu je klasickou metodou používanou na detekci produktů 
amplifikace PCR. Molekuly DNA se rozdělí na základě velikosti v elektrickém poli, přičemž 
menší molekuly migrují rychleji. Po ukončení elektroforézy se gel barví fluorescenčním 
barvivem, nejčastěji ehtidiumbromidem nebo SYBR®Green (Molecular Probes Inc.). PCR 
produkty se vizualizují v UV transiluminátoru. Velikost amplikonu se určí porovnáním se 
standardem obsahujícím DNA fragmenty se známými velikostmi. Na analytické účely, 
například detekci skrytých alergenů, se doporučuje použít kromě gelové elektroforézy ještě 
jinou metodu detekce produktů, aby se zabránilo falešné pozitivitě produktů se stejnou 
velikostí. Nevýhodou gelové elektroforézy je i použití fluorescenčních barviv, která jsou 
potenciální mutageny, protože se interkalují do DNA. 
2.14.2  Detekce PCR produktů metodou PCR-ELISA 
Produkty PCR se detekují po ukončení PCR metodou ELISA se sekvenční specificitou. Tato 
metoda se dá uskutečnit jen s modifikovaným protokolem PCR. V praxi se používá vícero 
postupů. V PCR se použijí biotinilované primery, čímž vzniknou biotinilované PCR produkty, 
které se naváží na mikroplotýnku pokrytou streptavidinem. Následně se produkt PCR 
denaturuje a vzniká jednovláknová DNA, která je dostupná pro specifickou sondu. Označená 
sonda se detekuje konjugátem enzymu s protilátkou. Kolorimetrická reakce je katalyzovaná 
enzymem po navázání chromogenního substrátu. Absorpce vzniklého barevného produktu se 
detekuje na mikroplotýnce. V porovnaní s gelovou elektroforézou je PCR-ELISA výhodná 
tím, že se ověří přítomnost amplikonu se specifickou sondou a nemanipuluje se s mutageními 
barvivy. V porovnání s real-time PCR je metoda PCR-ELISA ekonomicky výhodnější, ale 
protože je potřeba manipulovat s krátkými amplikony po skončení PCR, zvyšuje se riziko 
kontaminace a tedy i falešné pozitivity. 
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2.14.3  Detekce produktů PCR v reálném čase (tzv. real-time PCR) 
Principem metody je detekce amplifikovatelné DNA založená na měření narůstajícího 
fluorescenčního signálu při amplifikaci PCR produktů. Na sekvenčně-specifickou real-time 
PCR se využívá několik typů sond, které se váží na templátovou DNA. Nejpoužívanější jsou 
hydrolyzační sondy typu TaqMan (Roche Molecular Systems), dále se používají LC 
hybridizační sondy (Roche Diagnostics), „škorpiony“ (DxS Ltd), a „molekulové majáky“. 
Většina běžne používaných sond je založená na tz. FRET principu (z angl.: fluorescence 
resonance energy transfer, [47]). Na základě přibývajícího množství produktu 
v proporcionálním poměru se zvyšující se intenzitou fluorescenčního signálu je možné určit 
počet kopií v neznámém vzorku, metoda je tedy kvantitativní. Množství alergenní složky 
v analyzovaném potravinovém vzorku se zjistí porovnáním s referenčním materiálem se 
známým obsahem alergenu. 
     Metoda real-time PCR nevyžaduje žádnou manipulaci s produkty reakce, čímž se 
předchází vzniku kontaminace. Na kvantifikaci se v minulosti používala i tzv. kompetitivní 
PCR s detekcí amplikonů v agarozovém gelu. Avšak vzhledem na manipulaci s mutageními 
barvivy a rizikem kontaminace se tato metoda přestala používat a real-time PCR získala 
absolutní prioritu v molekulárně-biologických kvantitativních analýzách. 
2.15  Faktory ovlivňující amplifikaci nukleových kyselin 
Amplifikaci cílové DNA mohou ovlivňovat faktory pocházející z potravinového vzorku. 
Vzhledem k vysoké citlivosti PCR jsou většinou problémem falešně pozitivní reakce 
v důsledku kontaminace. Zařazení negativní kontroly a striktní oddělení pracovních prostor na 
přípravu vzorku, PCR reakční směsi a analýzy výsledků, může značně snížit pravděpodobnost 
falešně pozitivních výsledků [4]. Riziko kontaminace se snižuje i používáním pipet zvlášť 
vyhrazených na přípravu reakční směsi na PCR, rozdělením reakčních složek na menší 
alikvotní části, používání pipetových špiček s filtrem a výměna ochranných rukavic při 
jednotlivých krocích přípravy PCR. Falešné pozitivitě lze dále předcházet i používáním UV 
záření [45], chlornanu sodného [39] nebo fotochemických a enzymatických metod [15]; [17]; 
[29]. V poslední době se používá systém založený na použití enzymu uracil-DNA-
glykosylázy (UNG), který katalyzuje odštěpení uracilu z jedno i dvouvláknové DNA. 
Ve směsi dNTP se použije dUTP namísto dTTP, přičemž v PCR se vytvoří amplikony 
obsahující uracil. Jestliže se přenesou amplikony s uracilem do následující reakce, působením 
UNG se degradují na rozdíl od přirozeného templátu obsahujícího tymidin [32]. 
     Přítomnost inhibitorů PCR v reakční směsi může vést k falešně negativním výsledkům 
[41]. Tento fakt je zvlášť závažný u potravinových vzorek, kde inhibitorem může být některá 
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složka suroviny nebo potravinářského výrobku. Falešně negativní výsledky jsou z hlediska 
konzumenta nebezpečné, protože za zdravotně neškodnou může být pokládaná 
kontaminovaná potravina, například alergenní složkou, na kterou je konzument citlivý. 
Falešně negativní výsledky lze sledovat přímo v diagnostické PCR, když se přidá vnitřní 
standard s odlišnou velikostí než cílový amplifikovaný fragment. 
Inhibitory ovlivňují amplifikaci jedním z třech základních způsobů:  
1) interferují při lyzi buněk, která je nezbytná při extrakci analyzované DNA  
2) způsobují degradaci nukleové kyseliny 
3) inhibují aktivitu polymerizace cílové DNA 
     Přestože jsou známy mnohé konkrétní inhibitory PCR, účinek jejich působení je často 
nejasný. Vliv inhibitorů může mít vážný dosah na výsledky vyšetrení v klinické, 
potravinářské i enviromentální analýze a skríningu. Běžně se vyskytujícími inhibitory jsou 
složky tělesných tekutin (např. hemoglobin, močovina a heparin), složky potravin (např. 
organické a fenolické sloučeniny, glykogen, tuky, vápenaté kationty), v enviromentálních 
vzorcích to mohou být např. fenolické sloučeniny, součásti humusu a těžké kovy. Dalším 
zdrojem inhibitorů mohou být součásti bakteriálních buněk, pyl, prášek z laboratorních 
rukavic, laboratorní plastové nádoby, celulóza. 
     Méně diskutovaným problémem je reakční inhibice, která se projeví úplným selháním 
reakce nebo sníženou citlivostí reakce a to i přes použití interní kontroly. 
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3 MATERIÁL A METODY 
 
3.1 Sója 
3.1.2 Izolace a purifikace DNA 
3.1.2.1 Chaotropická extrakce na tuhé fázi 
Principem metody je navázaní komplexu DNA s chaotropickou solí na silikagelový nosič, její 
přemytí roztokem s vysokou iontovou silou a následná eluce roztokem s nízkou iontovou 
silou. Nejběžnější jsou komerční soupravy obsahující kolonky se silikagelovým nosičem a 
roztoky s optimalizovaným složením (např. GeneSpin Analytics GmbH, GeneSpin, 
NucleoSpin, Teltow, Německo). Nejprve se provede lyze homogenizovaného vzorku v 
lyzačním roztoku obsahujícím chaotropické soli, denaturační činidla a detergenty. Potom se 
odstraní tuhé složky precipitátu a následně se vzorek centrifuguje. Supernatant smícháme 
s tlumivým roztokem a ethanolem, přičemž dochází k navázání DNA na silikagelovou 
kolonku, po centrifugaci a přemytí dvěma obsahy přemývacího pufru se vzorek znovu 
centrifuguje. Po přidání elučního pufru s nízkou iontovou silou a následnou centrifugací 
můžeme eluát použít na PCR analýzu. 
3.1.2.2 Extrakce DNA pomocí Wizard® Magnetic DNA Purification System for Food 
Na realizaci příslušných extrakcí DNA byla používána komerční souprava Wizard® Magnetic 
DNA Purification System for Food (Qiagen, Hilden, Německo). Tuhý obsah vzorků 
(přefiltrovaných přes filtrační papír, 200 mg) se přenese do 2 ml mikrozkumavky. Následně se 
přidá 500 ml lyzačního roztoku A (LB A) a 5 ml RNázy A a celý obsah se promíchá. Dále se 
přidá 250 ml lyzačního roztoku B (LB B). Po 15 s přetřepání pomocí vortexu a 10 min 
inkubaci při laboratorní teplotě se přidá 750 ml precipitačního roztoku a směs se důkladně 
promíchá. Následuje 10 min centrifugce při 13 000 otáčkách/min (Eppendorf 5417®). 
Supernatant se přenese do nové 2 ml mikrozkumavky, přidá se 50 ml MagneSilTM PMPs 
částic, které je potřebné před použitím důkladně zamíchat. Potom se napipetuje 0,8 objemu 
izopropanolu, 15 s se směs vortexuje a 5 min inkubuje při laboratorní teplotě s občasným 
zamícháním. Mikrozkumavka se vloží do MagneSphere® Technology Magnetic Separation 
stojanu a směs necháme 1 min ustálit. Po odstranění kapalné fáze se k částicím přidá 250 ml 
lyzačního roztoku B, směs 2 – 3 krát promícháme a umístníme do již připraveného stojanu a 
necháme 1 min separovat. Po odstranění kapalné fáze se přidá 1 ml 70 % (v/v) ethanolu. Směs 
2 – 3 krát zamícháme a umístíme do stojanu a necháme separovat 1 min. Dále odstraníme 
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kapalnou fázi. Postup se 70 % (v/v) ethanolem se opakuje dvakrát. Po odstranění kapalné fáze 
vysušíme částice při 65 °C po dobu 7 min. Přidá se 100 ml destilované vody, směs se 
vortexuje a nechá inkubovat 5 min při 65 °C. Po inkubaci vložíme mikrozkumavku do stojanu 
a necháme 1 minutu separovat. Po odpipetování vzorků DNA do nové 1,5 ml mikrozkumavky 
doplníme objem v případě odpaření vody pomocí destilované vody. 
3.1.2.3 Extrakce DNA z potravin kitem GeneSpin 
V případě extrakce DNA pomocí kitu GeneSpin (GeneScan, Freiburg, Německo) navážíme 
nejprve 200 mg homogenizovaného vzorku do 2 ml mikrozkumavky. Lyzační pufr CF 
necháme zahřát před použitím na 65 °C. Poté přidáme 550 µl lyzačního pufru CF. Opatrně 
mícháme (asi 15 s) a pak přidáme 10 µl proteinázy K (dodaná s kitem, 20 mg/600 µl); (pokud 
se vzorek dostatečně nerozpustí, přidáme CF pufr i proteinázu K). Inkubujeme 30 min při    
65 °C. Dále centrifugujeme 10 min maximální rychlostí (Eppendorf 5417®). 300 µl 
supernatantu přeneseme do nové 1,5 ml mikrozkumavky a přidáme 300 µl extrakčního pufru 
C4 a 200 µl ethanolu. Vortexujeme 30 s. Umístníme Genespin kolonku do nové 2 ml 
mikrozkumavky a nanesme 750 µl mixu (vzorek + C4 + ethanol) na kolonku. Centrifugujeme 
1 min, 10 000 g a potom odstraníme obsah mikrozkumavky. 400 µl CQW – promývacího 
pufru přidáme na kolonku a centrifugujeme 1 min. 10 000 g, poté odstraníme obsah 
mikrozkumavky. Dále naneseme 700 µl elučního pufru C5 na kolonku. Centrifugujeme 1 min 
a odstraníme obsah mikrozkumavky. 200 µl pufru C5 naneseme na kolonku. Centrifugujeme 
2 min, 10 – 16 000 g. Dále umístíme kolonku do nové 1,5 ml mikrozkumavky a napipetujeme 
100 µl elučního pufru C5 (zahřátého na 70 °C). Inkubujeme směs 5 min při pokojové teplotě. 
Dále centrifugujeme 1 min při maximální rychlosti. Získanou DNA uchováváme v mrazničce. 
3.1.2.4 Extrakce DNA pomocí CTAB 
Validovaný postup CTAB (cetyltrimetylamonium-bromid, ISPRA-JRC, IHC, 2002) jsme pro 
extrakci DNA našich různorodých matric modifikovali. Tedy nejprve navážíme do sterilní 1,5 
ml mikrozkumavky 100 mg homogenního vzorku a přidáme 300 µl sterilní redestilované 
vody, promícháme očkem s ostrým hrotem nebo sterilní tyčinkou. Potom přidáme 500 µl 
CTAB extrakčního pufru (Sigma-Aldrich, Steinheim, Německo), který byl zahřátý na 65 °C, 
dále promícháme (s očkem nebo tyčinkou) a přidáme 20 µl 20 mg/ml proteinázy K, znovu 
promícháme a necháme inkubovat 90 minut při 65 °C. Potom přidáme 20 µl 10 mg/ml 
RNázy, promícháme a inkubujeme 5 minut při 65 °C. Následuje centrifugace (13 000 
otáček/min, 10 mint, Eppendorf 5417®). Do nové mikrozkumavky napipetujeme 500 µl 
chloroformu a přidáme všechen supernatant, mícháme 30 sekund na vortexu. Následuje 
centrifugace 13 000 otáček/min, po dobu 10 minut, dokud se neoddělí fáze. 500 µl vrchní 
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vrstvy přeneseme do nové mikrozkumavky, kam se dopředu napipetovalo 500 µl chloroformu 
a mícháme 30 sekund. Po centrifugaci (13 000 otáček/min, 5 min) se vrchní fáze přenese do 
nové mikrozkumavky a přidají se 2 objemy CTAB precipitačního roztoku, směs se promíchá 
pipetováním a nechá se inkubovat při laboratorní teplotě 60 minut. Poté následuje 
centrifugace (13 000 otáček/min, 5 min), po ní se odstraní supernatant a pelet rozpustíme ve 
350 µl 1,2 mol/l NaCl. Přidáme 350 µl chloroformu, směs vortexujeme 30 sekund a 
centrifugujeme při 13 000 otáček/min, 10 minut. Vrchní fázi přeneseme do nové 
mikrozkumavky a přidáme 0,6 objemu izopropanolu, promícháme a centrifugujeme (13 000 
otáček/min, 10 min). Odstraníme supernatnat a přidáme 500 µl 70 % ethanolu a opatrně 
zamícháme. Po centrifugaci (13 000 otáček/min, 10 min) odstraníme supernatant a vysušíme 
pelet. Získanou DNA rozpustíme v 60 µl roztoku TE (pH 8,0).  
3.1.2.5 Extrakce DNA pomocí komerční soupravy DNeasy Plant Mini Kit  
Uvedený postup byl realizovaný s použitím kitu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, 
Německo). V úvodu extrakce DNA navážíme do PVC sáčku 100 mg rostlinného materiálu ze 
zelené části rostlin a homogenizujeme. Poté do homogenátu přidáme 400 µl lyzačního pufru 
P1 zahřátého na 65 °C a 4 µl RNázy A (10 mg/ml), promícháme vortexováním. Dále 
inkubujeme 10 min při 65 °C v termobloku (Dri-Block DB-2D, Techne, Duxford Cambrige, 
Velká Británie). Následně se přidá do lyzátu 130 µl precipitačního pufru AP2 a inkubujeme 5 
min na ledu. Lyzát dále napipetujeme do mikrozkumavek (Qiashredder Mini Spin) a po 
centrifugaci (2 min při 13 000 otáček/min, Eppendorf 5417®) přeneseme frakci, která přetekla 
přes kolonku, do další 1,5 ml mikrozkumavky. Pak se přidá pufr AP3 pro navázání DNA v 
poměru s ethanolem (1,5 krát větším objemem než je lyzát) a promícháme. Roztok dále 
naneseme (650 µl) do Dneasy Mini Spin zkumavky. Po centrifugaci (1 min při 8 000 
otáček/min) přefiltrujeme filtrát a odstraníme ho. Tento krok opakujeme do té doby, dokud ho 
nespotřebujeme (frakce + AP3/E). Následně kolonku DNeasy Mini Spin vložíme do další 
nové 2 ml mikrozkumavky (kolonka) a přidáme 500 µl promývacího pufru AW, 
centrifugujeme 1 min při 13 000 otáček/min. Následně kolonku vložíme do nové 1,5 ml 
mikrozkumavky a naneseme na kolonku 100 µl elučního pufru AE zahřátého na 65 °C. Po 
inkubaci 5 min při laboratorní teplotě a centrifugaci (1 min při 8 000 otáček/min) se získaný 
eluát skladuje v mrazáku při teplotě -20 °C. DNA lze uskladňovat v ledničce max. 2 týdny 
(časté použití) anebo na delší čas se uskladní v mrazničce. 
3.1.3 Stanovení koncentrace 
Kvantifikace DNA je důležitým krokem pro značnou část praktické molekulární biologie. 
Koncentrace nukleových kyselin lze stanovit několika různými metodami. Mezi 
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nejpoužívanější patří UV spektrofotometrické stanovení a fluorimetrické stanovení 
koncentrace. 
3.1.3.1 Stanovení koncentrace spektrofotometricky 
Nejčastější a nejjednodušší způsob měření je založen na tom, že aromatické struktury bází 
specificky absorbují UV záření určitých vlnových délek. Intenzitu absorpce látek, 
rozpuštěných v roztoku, lze měřit spektrofotometrem. Pokud jsou v roztoku pouze nukleové 
kyseliny, pak míra specifické absorpce odpovídá koncentraci nukleových kyselin v roztoku. 
Protože jsou ale nukleové kyseliny izolovány z buněk, jsou jejich roztoky často 
kontaminovány bílkovinami. Ty obsahují aromatické aminokyseliny fenylalanin a tyrosin, 
které také specificky absorbují UV záření. Protože intenzita absorpce UV záření nukleovými 
kyselinami a bílkovinami se liší při různých vlnových délkách, čistotu vzorku lze posoudit z 
poměru absorbancí při 260 nm a 280 nm. 
     Z hodnoty absorbance měřené při 260 nm (A260) lze vypočítat koncentraci nukleové 
kyseliny ve vzorku. Jedna jednotka optické hustoty (OD) odpovídá přibližně koncentraci 50 
ug/ml dvouvláknové DNA, 40 ug/ml RNA či jednovláknové DNA a asi 33 ug/ml 
jednovláknových oligonukleotidu. Z poměru absorbancí A260/A280 lze odhadnout čistotu 
nukleové kyseliny. Poměr A260/A280 čisté nukleové kyseliny se pohybuje v rozmezí 1,8 – 
2,0. Nižší hodnoty poukazují na znečištění vzorku proteiny. Jelikož se jedná o rychlou, 
jednoduchou a nedestruktivní metodu, absorpční spektroskopie byla dlouhou dobu používána 
ke stanovení množství DNA a RNA v koncentrovaných roztocích. Nicméně v porovnání s 
dalšími metodami, je absorpční spektroskopie málo citlivá. K odečtení reálné hodnoty je 
zapotřebí minimální koncentrace nukleové kyseliny 1 ug/ml a navíc tato metoda není schopna 
rozlišit DNA od RNA. Kvůli těmto omezením byly vyvinuty další metody měření 
koncentrace nukleových kyselin. 
     Vlastní postup měření koncentrace a čistoty DNA spektrofotometricky je velmi 
jednoduchý – příslušný vzorek byl po rozpuštění naředěn 10x na celkový objem 70 µl. Po 
nastavení spektrofotometru byl přístroj kalibrován pomocí blanku, poté byl měřen vzorek 
DNA napipetovaný v kyvetě. Byl použit spektrofotometr Gene Quant (Biochrom, Cambridge, 
Anglie) 
3.1.3.2 Stanovení koncentrace fluorimetricky 
Principem stanovení koncentrace DNA fluorimetricky je měření fluorescence interkalačního 
barviva navázaného na DNA, intenzita fluorescence odpovídá množství navázaného 
fluorescenčního barviva. Toto množství pak odpovídá množství molekul, na které se barvivo 
váže. Fluorimetrie umožňuje změřit správně koncentraci nukleových kyselin i ve směsi 
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s proteiny. Jako barviva se používají ethidiumbromid, bisbenzimid nebo PicoGreen®. Bylo 
použito interkalační barvivo PicoGreen® (obrázek 11) s použitím soupravy DNA Quant-iT™ 
(Invitrogen, Carlsbad, California, USA) a měření fluorescence probíhalo na fluorimetru 
Safire2 (Tecan, Grödig bei Salzburg, Rakousko).  
 
Obrázek 11: schéma molekuly interkalačního barviva PicoGreen®. 
 
Postup není tak jednoduchý jako u spektrofotometrie – nejprve bylo připraveno dvojkové 
ředění standartní λ DNA v TE pufru o koncentracích 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,563; 0,781 a 
0,391 µg/ml. Dále byl naředěn zásobní roztok PicoGreen pomocí TE pufru 200x. Poté byla do 
optických stripů pipetována nejprve naředěná DNA (standartní i měřené neznámé vzorky) a 
pak naředěný roztok PicoGreen, oba roztoky byly pipetováním dobře promíchány. Směs byla 
inkubována ve tmě cca 5 minut. Poté byla měřena fluorescence na fluorimetru. Z naměřených 
hodnot byla vytvořena v programu Excel kalibrační křivka závislosti fluorescence na 
koncentraci a vypočtena koncentrace DNA v neznámých vzorcích. 
3.1.4 Vzorky potravin  
Testované potraviny byly zakoupeny v běžné maloobchodní síti v ČR a SR. Semena sóje byla 
zakoupena ve specializovaném obchodě se semeny v SR. Rostliny sóje byly vypěstovány 
z těchto semen v běžných pokojových podmínkách.  
     Sójový koncentrát Arcon S a sójový izolát Pro Fam (tabulka 4) byly získány od firmy 
Amitco (Brno, Česká republika), sójová mletá okara (sójová drť, která zbyde po výrobě 
sójového sýra tofu) byla od firmy Sojaprodukt (Drietoma, Slovensko). Modelové vzorky 
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masové paštiky s definovaným obsahem sójového koncentrátu, izolátu nebo okary byly 
připraveny v koncentracích 10; 5; 2; 1; 0,5; 0,2; 0,1; 0,05; 0,02 a 0,01 % w/w. 
 
Tabulka 4: složení sójového izolátu Pro Fam, sójového koncentrátu Arcon S a sójové okary. 
 Pro Fam 974 Arcon S okara 
proteiny 85 % - 90 % 66 % - 72 % 25 % 
tuky 4 % 2 % 8 – 15 % 
sacharidy 1 % 20 % 50 % 
vlhkost 6 % 6 % 5 % 
popel 5 % 5 % 5 % 
3.1.5 Detekční systém 
Na detekci sóje v potravinách byly použity primery a sonda orientované na gen lec kódující 
lektin specifický pro sóju (obrázek 12). Na tuto cílovou sekvenci byl orientovaný PCR systém 
s primery  Le2F a Le2R a sonda Le2P. Navržená sonda byla typu TaqMan (tabulka 5). 
Systém byl navržen tak, aby nebyl homologický s žádnou sekvencí u příbuzných druhů rostlin 
v databázi Genbank. 
 
Tabulka 5: detekční systém sóje v masových výrobcích. 
označení sekvence (5’ – 3’) 
Le2F 
Le2R 
Le2P 
CCA GCT TCG CCG CTT CCT TC 
GAA GGC AAG CCC ATC TGC AAG CC 
FAM-CTT CAC CTT CTA TGC CCC TGA CAC-TAMRA 
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   1 caatgccatc gtatcgtgtc acaatggaat acagcaatga acaaatgcta tcctcttgag 
       61 aaaagtgaaa tgcagcagca gcagcagact agagtgctac aaatgcttat cctcttgaga 
      121 aaagtgaaat gcagcggcag cagacctgag tgctatatac aattagacac agggtctatt 
      181 aattgaaatt gtcttattat taaatatttc gttttatatt aattttttaa attttaatta 
      241 aatttatata tattatattt aagacagata tatttatttg tgattataaa tgtgtcactt 
      301 tttcttttag tccatgtatt cttctatttt ttcaatttaa ctttttattt ttatttttaa 
      361 gtcactctga tcaagaaaac attgttgaca taaaactatt aacataaaat tatgttaaca 
      421 tgtgataaca tcatatttta ctaatataac gtcgcatttt aacgtttttt taacaaatat 
      481 cgactgtaag agtaaaaatg aaatgtttga aaaggttaat tgcatactaa ctattttttt 
      541 tcctataagt aatctttttt gggatcannt gtatatcatt gagatacgat attaaatatg 
      601 ggtacctttt cacaaaacct acccttgtta gtcaaaccac acataagaga ggatggattt 
      661 aaaccagtca gcaccgtaag tatatagtga agaaggctga taacacactc tattattgtt 
      721 agtacgtacg tatttccttt tttgtttagt ttttgaattt aattaattaa aatatatatg 
      781 ctaacaacat taaattttaa atttacgtct aattatatat tgtgatgtat aataaattgt 
      841 caacctttaa aaattataaa agaaatatta attttgataa acaacttttg aaaagtaccc 
      901 aataatgcta gtataaatag gggcatgact ccccatgcat cacagtgcaa tttagctgaa 
      961 gcaaagcaat ggctacttca aagttgaaaa cccagaatgt ggttgtatct ctctccctaa 
     1021 ccttaacctt ggtactggtg ctactgacca gcaaggcaaa ctcagcggaa actgtttctt 
     1081 tcagctggaa caagttcgtg ccgaagcaac caaacatgat cctccaagga gacgctattg 
     1141 tgacctcctc gggaaagtta caactcaata aggttgacga aaacggcacc ccaaaaccct 
     1201 cgtctcttgg tcgcgccctc tactccaccc ccatccacat ttgggacaaa gaaaccggta 
     1261 gcgttgccag cttcgccgct tccttcaact tcaccttcta tgcccctgac acaaaaaggc 
     1321 ttgcagatgg gcttgccttc tttctcgcac caattgacac taagccacaa acacatgcag 
     1381 gttatcttgg tcttttcaac gaaaacgagt ctggtgatca agtcgtcgct gttgagtttg 
     1441 acactttccg gaactcttgg gatccaccaa atccacacat cggaattaac gtcaattcta 
     1501 tcagatccat caaaacgacg tcttgggatt tggccaacaa taaagtagcc aaggttctca 
     1561 ttacctatga tgcctccacc agcctcttgg ttgcttcttt ggtctaccct tcacagagaa 
     1621 ccagcaatat cctctccgat gtggtcgatt tgaagacttc tcttcccgag tgggtgagga 
     1681 tagggttctc tgctgccacg ggactcgaca tacctgggga atcgcatgac gtgctttctt 
     1741 ggtcttttgc ttccaatttg ccacacgcta gcagtaacat tgatcctttg gatcttacaa 
     1801 gctttgtgtt gcatgaggcc atctaaatgt gacagatcga aggaagaaag tgtaataaga 
     1861 cgactctcac tactcgatcg ctagtgattg tcattgttat atataataat gttatctttc 
     1921 acaacttatc gtaatgcatt gtgaaactat aacacattta atcctacttg tcatatgata 
     1981 acactctccc catttaaaac tcttgtcaat ttaaagatat aagattcttt aaatgattaa 
     2041 aaaaaatata ttataaattc aatcactcct actaataaat tattaattaa tatttattga 
     2101 ttaaaaaaat acttatacta atttagtctg aatagaataa ttagattcta ga 
 
Obrázek 12: Pozice primerů a sondy detekčního systému na sekvenci genu lec pro sójový 
lektin. První obdélníček je forward primer, uprostřed je sonda a poslední je reverse primer. 
3.1.6 Amplifikace DNA, real-time PCR 
Na kvalitativní i kvantitativní analýzu extrahované DNA byla použita amplifikace vybraných 
specifických úseků genu pro sójový lektin s pomocí real-time PCR. Reakční směs pro real-
time PCR specifickou pro sóju obsahovala 1x reakční tlumivý roztok pro PCR, 2,5 mmol.l-1 
MgCl2, 0,2 mmol.l-1 směsi dNTP (Applied Biosystems, Foster City, California, USA), 300 
pmol.l-1 každého primeru Le2F a Le2R, 200 nmol.l-1 sondy Le2P (syntetizované MWG 
Operon, Ebersberg, Německo), a 1 U Cheetah hot start Taq DNA polymerázy (Biotium, 
Hayward, California, USA). Celkový objem reakční směsi i s přidanou DNA činil 25 µl 
(tabulka 6). Reakce probíhala v termocyklerech GeneAmpR PCR System 7900 (Applied 
Biosystems), nebo iQ5 Multicolor Real-Time PCR (Bio-Rad, Hercules, USA). Teplotní 
program reakce je uveden v tabulce 7. 
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Tabulka 6: MasterMix pro real-time PCR na detekci sóje. 
 koncentrace objem na jednu reakci (µl) 
voda  13 
pufr 1x 2,5 
MgCl2 3 mM 3 
dNTP 0,25 mM 0,5 
primer F 0,3 µM 0,15 
primer R 0,3 µM 0,15 
sonda 0,2 µM 0,5 
polymeráza 1 U 0,2 
DNA  5 
Ʃ  25 
 
Tabulka 7: Teplotní program pro real-time PCR na detekci sóje v potravinách. 
  teplota čas 
úvodní denaturace 95 °C 2 min 
40 cyklů 
denaturace 95 °C 15 s 
anelace + polymerizace 60 °C 1 min 
3.1.7 Kontrola amplifikovatelnosti DNA 
Kvalita izolované DNA (ve smyslu amplifikovatelnosti) byla ověřena v každé vzorce DNA 
pomocí real-time PCR s univerzálními eukaryotickými primery TR03, TR04 a sondou TRPb 
orientovanými na gen 18S rRNA [10] (tabulka 10). Reakční směs i teplotní program jsou 
uvedeny v tabulce 8 a 9. 
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Tabulka 8: MasterMix pro real-time PCR na ověření amplifikovatelnosti izolované DNA. 
 koncentrace objem na jednu reakci (µl) 
voda  13,2 
pufr 1x 2,5 
MgCl2 2,5 mM 2,5 
dNTP 0,2 mM 0,5 
primer F 0,5 µM 0,25 
primer R 0,5 µM 0,25 
sonda 0,2 µM 0,5 
polymeráza 1 U 0,3 
DNA  5 
Ʃ  25 
 
Tabulka 9: Teplotní program pro real-time PCR na detekci ověření amplifikovatelnosti 
izolované DNA. 
  teplota čas 
úvodní denaturace 95 °C 2 min 
45 cyklů 
denaturace 95 °C 10 s 
anelace + polymerizace 60 °C 30 s 
 
Tabulka 10: sekvence primerů a sondy na ověření amplifikovatelnosti DNA. 
označení sekvence (5’-3’) 
TR03 
TR04 
TRPb 
TCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTA  
AATTTGCGCGCCTGCTGCCTTCCTT 
FAM-CCGTTTCTCAGGCTCCCTCTCCGGAATCGAACC-TAMRA 
 
3.2 Pistácie 
3.2.1 Izolace a purifikace DNA 
DNA byla extrahována stejnými postupy popsanými v kapitole o sóji – na izolaci DNA ze 
zelených částí rostlin byla použita metoda DNeasy Plant Mini Kit, pro izolaci DNA 
z potravinových vzorek včetně modelových vzorek s definovaným obsahem pistácií byla 
použita metoda NucleoSpin Food (Macherey-Nagel, Düren, Německo) – stejný postup jako u 
GeneSpin (jen dodaný od jiné firmy). Princip obou metod je stejný – chaotropická extrakce na 
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tuhé fázi. Postup izolace je také obdobný – navážení vzorku, následná lyze buněk, dále 
navázání DNA na silikagelovou kolonku, promývání kolonky a nakonec eluce DNA, vše za 
použití vhodných pufrů. 
3.2.2 Stanovení koncentrace 
Koncentrace a čistota izolované DNA byla změřena na základě absorbance při vlnové délce 
260 nm na spektrofotometru (Gene Quant, Biochrom, Cambridge, Anglie) a fluorimetricky s 
použitím interkalačního barviva PicoGreen® s použitím soupravy DNA QuantIt (Invitrogen, 
Carlsbad, California, USA) na fluorimetru Safire2 (Tecan, Grödig bei Salzburg, Rakousko). 
Podrobnější popis opět viz kapitola o sóji. 
3.2.3 Vzorky potravin  
Testované potraviny byly zakoupeny v běžné maloobchodní síti v ČR a SR. Modelové vzorky 
(medvědí tlapky) s definovaným obsahem pistácií byly připraveny v koncentracích 0; 0,0004; 
0,002; 0,01; 0,05; 0,4; 2 a 10% (w/w). Nejprve byla připravena směsná pasta vlašských 
ořechů a pistácií, kde byl pistáciový podíl 0; 0,004; 0,02; 0,1; 0,5; 4; 20 a 100 % (w/w). Poté 
každá směsná pasta byla smíchána s těstem v poměru 1:9 na výslednou koncentraci pistácií 
uvedenou výše. 
3.2.4 Detekční systém 
Na detekci pistácií v potravinách byly použity primery a sonda orientované na gen COR 
kódující dehydrin, což je skupina stresových proteinů produkovaných jako reakce na chlad a 
sucho, patřících do rodiny ochranných strukturních proteinů Lea D11 (late embryogenesis 
abundant). Na tuto cílovou sekvenci byl orientovaný PCR systém s primery PmanuF3B 
a PSTCR7 a se sondou PST(tabulka 11). Sonda byla typu TaqMan. Systém byl navržen tak, 
aby nebyl homologický s žádnou sekvencí u příbuzných druhů rostlin v databázi Genbank. 
Reverse primer byl navržen s ohledem ke skutečnosti, že byl nově objeven intron v sekvenci 
genu (obrázek 13). Nově byla také navržena sonda, pomocí níž se podařilo odstranit malé 
problémy s křížovými reakcemi, které se projevily při použití univerzálního barviva SYBR® 
Green. 
 
Tabulka 11: detekční systémy sóje v potravinách. 
označení sekvence (5’-3’) 
PmanuF3B 
PSTCR7 
PSTCPb 
CGTAGAGAAGAAGCACCAGGAT 
GCTTTTCTTTATACCTATATTGGGATG 
FAM-TCACGGCTGCTGATGTGGCC-BHQ 
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        1 tatggccggg gataccaaca ttcattactc gtaggttttt taattgattg aaagcaaatc 
       61 aaaaaacaaa atgtcaggaa ctatcaacaa ggttaaggag actctccaca tgggagggca 
      121 gaagaaggag ggcgagcaga aagggctgta tcagggagaa gctcacaagg tggagcagca 
      181 ccacggcgta tgcaagcctg aacacgggga gcacaaagag ggaatggtgc agaaaatcaa 
      241 gaacaaggtc cctggccaag gtgatggcgt gaagcagcag cacggcgtat gtaagcctga 
      301 acacggcgag cacaaagagg gactggtgga gaagatcaaa gacaaggtcc ctggccaagg 
      361 tgatcaacat ggacatggca tgcagcagca ccgcggcgaa tacaggcctg aatacgggga 
      421 gcacaaagag ggactggtgg agaagatcaa ggacaagctc cctggccaag gtgatcaaca 
      481 tggacagggc gtgcagcagc accacggcga atacaggcct gaatacgggg agcacaaaga 
      541 gggactggtg gagaagatca aggacaagct ccctggccaa ggtgatcaac atggacaggg 
      601 cgtgcagcag caccgcggcg aaaacaggcc tgaatacggg gagcacaaag agggaatggt 
      661 ggagcagatc aaggacaagg tccatggcca aggtgatcaa tatggatatg gcgtagagaa 
      721 gaagcaccag gatggccaca tcagcagccg tgacaactat taaacatccc aatataggtg 
      781 aatggggtta gcgagaggtt atatatgttt ttggtttggt tatggtgtaa tatccatggt 
      841 gaatgagatc ccaagtatta tataataaaa tcct 
 
     TATAAAGAAAAGCATACGTTCTAAAGCTTT  30 
     TATTATTTCTGTATTTTGATGTTATTTGGT 60 
     TTTACTAACAAGAAATTGAAAATTTGGGTC 90 
     GCAGG 95 
 
Obrázek 13: Pozice primerů a sond detekčního systému na sekvenci genu COR pro dehydrin. 
Červená čára označuje místo, kde byl nalezen intron o 95 bp. 
3.2.5 Amplifikace DNA, real-time PCR 
Na kvalitativní analýzu extrahované DNA byla použita amplifikace vybraného specifického 
úseku genu COR pro dehydrin s pomocí real-time PCR. Reakční směs pro real-time PCR 
specifickou pro pistácii obsahovala 1x reakční tlumivý roztok pro PCR, 2,5 mmol.l-1 MgCl2, 
0,2 mmol.l-1 směsi dNTP (Applied Biosystems, Foster City, California, USA), 300 pmol.l-1 
každého primeru PmanuF3B a PSTCR7, 200 nmol.l-1 sondy PST (syntetizované MWG 
Operon, Ebersberg, Německo), a 1 U Cheetah hot start Taq DNA polymerázy (Biotium, 
Hayward, California, USA). Celkový objem reakční směsi i s přidanou DNA činil 25 µl 
(tabulka 12). Reakce probíhala v termocykleru GeneAmpR PCR Systém 7900 (Applied 
Biosystems). Teplotní program reakce je uveden v tabulce 13. 
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Tabulka 12: MasterMix pro real-time PCR na detekci pistácie. 
 koncentrace objem na jednu reakci (µl) 
voda  13 
pufr 1x 2,5 
MgCl2 3 mM 3 
dNTP 0,2 mM 0,5 
primer F 0,4 µM 0,2 
primer R 0,4 µM 0,2 
sonda 0,2 µM 0,5 
polymeráza 1 U 0,3 
DNA  5 
Ʃ  25 
 
Tabulka 13: Teplotní program pro real-time PCR na detekci pistácie v potravinách. 
  teplota čas 
úvodní denaturace 95 °C 2 min 
55 cyklů 
denaturace 95 °C 15 s 
anelace + polymerizace 60 °C 1 min 
3.2.6 Kontrola amplifikovatelnosti DNA 
Kvalita izolované DNA (ve smyslu amplifikovatelnosti) byla ověřena v každé vzorce DNA 
pomocí real-time PCR s univerzálními eukaryotickými primery TR03, TR04 a sondou TRPb 
orientovanými na gen 18S rRNA [10] (tabulka 10). Reakční směs i teplotní program jsou 
uvedeny v tabulce 14 a 15. 
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Tabulka 14: MasterMix pro real-time PCR na ověření amplifikovatelnosti izolované DNA. 
 koncentrace objem na jednu reakci (µl) 
voda  13,2 
pufr 1x 2,5 
MgCl2 2,5 mM 2,5 
dNTP 0,2 mM 0,5 
primer F 0,5 µM 0,25 
primer R 0,5 µM 0,25 
sonda 0,2 µM 0,5 
polymeráza 1 U 0,3 
DNA  5 
Ʃ  25 
 
Tabulka 15: Teplotní program pro real-time PCR na detekci ověření amplifikovatelnosti 
izolované DNA. 
  teplota čas 
úvodní denaturace 95 °C 2 min 
45 cyklů 
denaturace 95 °C 10 s 
anelace + polymerizace 60 °C 30 s 
 
3.3. Mandle 
3.3.1 Izolace a purifikace DNA 
DNA byla extrahována stejnými postupy popsanými v kapitole o sóji – na izolaci DNA ze 
zelených částí rostlin byla použita metoda DNeasy Plant Mini Kit, pro izolaci DNA ze semen 
mandlí byla použita metoda NucleoSpin Food (Macherey-Nagel, Düren, Německo) – stejný 
postup jako u GeneSpin (jen dodaný od jiné firmy). Princip obou metod je stejný – 
chaotropická extrakce na tuhé fázi. Postup izolace je také obdobný – navážení vzorku, 
následná lyze buněk, dále navázání DNA na silikagelovou kolonku, promývání kolonky a 
nakonec eluce DNA, vše za použití vhodných pufrů. 
3.3.2 Stanovení koncentrace 
Koncentrace a čistota izolované DNA byla změřena na základě absorbance při vlnové délce 
260 nm na spektrofotometru (Gene Quant, Biochrom, Cambridge, Anglie) a fluorimetricky s 
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použitím interkalačního barviva PicoGreen® s použitím soupravy DNA QuantIt (Invitrogen, 
Carlsbad, California, USA) na fluorimetru Safire2 (Tecan, Grödig bei Salzburg, Rakousko). 
Podrobnější popis opět viz kapitola o sóji. 
3.3.3 Detekční systém 
Na detekci mandlí v potravinách byly použity primery a sondy orientované na různé geny 
(tabulka 16):  
– systém A na gen pru1 kódující protein zásobní protein prunin [29]  
– systém B na gen AL60SRP kódující ribosomální podjednotku 60S P2 [12] 
– systém C na gen nsLTP kódující transportní protein LTP (lipid transfer protein) [42] 
– systém D na gen Pru du 2 kódující stresové proteiny TLP (thaumatin-like protein) 
– systém E na gen ACO1 kódující 1-aminocyklopropan 1-karboxyl oxidázu (komerční kit 
SURE® Food ALLERGEN  Almond od firmy Congen, Berlin, Germany) 
 
Tabulka 16: detekční systémy mandlí v potravinách. 
 označení sekvence (5’-3’) 
 
A 
 
Pru1-1F 
Pru1-1R 
Pru1-1P 
CCAAATCATCCAGGTAAGGG 
CTTGTTGTTGCCTCTCCTG 
FAM-TCCTGTTGTCGCTCCTCGTGCT-BHQ1 
B Prd5-1F 
Prd5-1R 
GGTTGTTGCAGCATACTTGTTGGC 
GGACATCCTTGGCTCTGTTGGAGC 
C Pd nsLTP S 
Pd nsLTP AS M 
Pd target AS probe 
GAGTCAACCCTAACAATGCCGC 
CAGTTGGTGGAGGGGCTATTCTG 
FAM-TTAACTCCACACTTGCCGGGAAGCG-BHQ1 
D ThauF 
ThauR 
ACTGAGCACAACGGAATAT 
TAGGATGCCGTGCGTAGC 
E cox F 
cox R 
CGCTTAAAGTAATTATGGGTGTGAAG 
GAAAACTAACAAATTCCCAGGTCCG 
 
3.3.4 Amplifikace DNA, real-time PCR 
Na kvalitativní analýzu extrahované DNA mandlí byly použity různé systémy primerů, 
některé se sondou, jiné s univerzálním interkalačním barvivem SYBR® Green, vždy jako real-
time PCR. Reakční směsi se lišily podle přítomnosti nebo nepřítomnosti oligonukleotidové 
fluorescenčně značené sondy (tabulky 17, 19, 21, 23 a 25). Celkový objem reakční směsi i 
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s přidanou DNA činil 25 µl. Reakce probíhala v termocykleru GeneAmpR PCR System 7900 
(Applied Biosystems). Teplotní programy reakcí jsou uvedeny v tabulkách 18, 20, 22, 24, 26. 
 
Tabulka 17: MasterMix pro real-time PCR na detekci mandlí s použitím primerů ThauF/R 
(D). 
 koncentrace objem na jednu reakci (µl) 
voda  7 
SYBR Green Mix 1x 12,5 
primer F 0,5 µM 0,25 
primer R 0,5 µM 0,25 
DNA  5 
Ʃ  25 
 
Tabulka 18: Teplotní program pro real-time PCR na detekci mandlí s použitím primerů 
ThauF/R (D). 
  teplota čas 
úvodní denaturace 95 °C 10 min 
50 cyklů 
denaturace 95 °C 15 s 
anelace  58 °C 30 s 
polymerizace 72 °C 30 s 
 
Tabulka 19: MasterMix pro real-time PCR na detekci mandlí s použitím primerů PdnsLTP 
(C). 
 koncentrace objem na jednu reakci (µl) 
voda  11,825 
pufr 1x 2,5 
MgCl2 3 mM 3 
dNTP 1 mM 2 
primer F 0,3 µM 0,15 
primer R 0,3 µM 0,15 
sonda 0,1 µM 0,25 
polymeráza 0,5 U 0,125 
DNA  5 
Ʃ  25 
56 
 
Tabulka 20: Teplotní program pro real-time PCR na detekci mandlí s použitím primerů 
PdnsLTP (C). 
  teplota čas 
úvodní denaturace 95 °C 5 min 
45 cyklů 
denaturace 95 °C 10 s 
anelace + polymerizace 60 °C 30 s 
 
Tabulka 21: MasterMix pro real-time PCR na detekci mandlí s použitím primerů Pru1 F/R 
(A). 
 koncentrace objem na jednu reakci (µl) 
voda  11,7 
pufr 1x 2,5 
MgCl2 2,5 mM 2,5 
dNTP 1 mM 2 
primer F 0,5 µM 0,25 
primer R 0,5 µM 0,25 
sonda 0,2 µM 0,5 
polymeráza 1 U 0,3 
DNA  5 
Ʃ  25 
 
Tabulka 22: Teplotní program pro real-time PCR na detekci mandlí s použitím primerů Pru1 
F/R (A). 
  teplota čas 
úvodní denaturace 95 °C 3 min 
45 cyklů 
denaturace 95 °C 10 s 
anelace + polymerizace 54 °C 25 s 
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Tabulka 23: MasterMix pro identifikaci mandlí systémem Prd5 (B). 
 koncentrace objem na jednu reakci (µl) 
voda  7,3 
SYBR Green Mix 1x 12,5 
primer F 0,2 µM 0,1 
primer R 0,2 µM 0,1 
DNA  5 
Ʃ  25 
 
Tabulka 24: Teplotní program pro real-time PCR pro identifikaci mandlí systémem Prd5 (B). 
  teplota čas 
úvodní denaturace 95 °C 10 min 
50 cyklů 
denaturace 95 °C 15 s 
anelace  58 °C 30 s 
polymerizace 72 °C 30 s 
 
Tabulka 25: MasterMix pro identifikace mandlí s použitím primerů cox (E). 
 koncentrace objem na jednu reakci (µl) 
reakční mix 1x 18,8 
FDE 1x 1,1 
polymeráza 0,5 U 0,1 
DNA  5 
Ʃ  25 
 
Tabulka 26: Teplotní program pro real-time PCR pro identifikace mandlí s použitím primerů 
cox (E). 
  teplota čas 
úvodní denaturace 95 °C 5 min 
45 cyklů 
denaturace 95 °C 10 s 
anelace + polymerizace 60 °C 30 s 
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3.3.5 Kontrola amplifikovatelnosti DNA 
Kvalita izolované DNA (ve smyslu amplifikovatelnosti) byla ověřena v každé vzorce DNA 
pomocí real-time PCR s univerzálními eukaryotickými primery TR03, TR04 a sondou TRPb 
orientovanými na gen 18S rRNA [10] (tabulka 10). Reakční směs i teplotní program jsou 
uvedeny v tabulce 27 a 28. 
 
Tabulka 27: MasterMix pro real-time PCR na ověření amplifikovatelnosti izolované DNA. 
 koncentrace objem na jednu reakci (µl) 
voda  13,2 
pufr 1x 2,5 
MgCl2 2,5 mM 2,5 
dNTP 0,2 mM 0,5 
primer F 0,5 µM 0,25 
primer R 0,5 µM 0,25 
sonda 0,2 µM 0,5 
polymeráza 1 U 0,3 
DNA  5 
Ʃ  25 
 
Tabulka 28: Teplotní program pro real-time PCR na detekci ověření amplifikovatelnosti 
izolované DNA. 
  teplota čas 
úvodní denaturace 95 °C 2 min 
45 cyklů 
denaturace 95 °C 10 s 
anelace + polymerizace 60 °C 30 s 
 
3.3.6 Příprava DNA na sekvenování 
3.3.6.1 Příprava PCR produktu 
Klasickou PCR (end-point PCR) bylo připraveno dostatečné množství PCR produktu 
určeného k sekvenování. PCR produkt byl ověřen gelovou elektroforézou a poté purifikován 
pomocí kitu Quiaquick PCR purification kit. 
59 
 
3.3.6.2 Purifikace PCR produktu 
K celkovému objemu PCR produktu bylo přidáno 5 objemů PB pufru. Tato směs byla 
nanesena na spin kolonku a centrifugována 1 min při 13 000 g. Supernatant byl odstraněn a 
kolonka naplněna promývacím pufrem PE (750 µl). Opět byla centrifigována 1 min při 
13 000 g. Supernatant byl odstraněn a prázdná kolonka umístěná v mikrozkumavce 
cetrifugována 1 min při 13 000 g. Kolonka byla umístěna do nové 1,5 ml mikrozkumavky a 
bylo do ní napipetováno 50 µl elučního EB pufru. Po centrifugaci 1 min při 13 000 g byl takto 
získán purifikovaný PCR produkt. 
3.3.6.3 Vložení PCR produktu do plazmidu pDrive  
PCR produkt byl vložen do plazmidu pomocí QUIAGEN PCR cloning kit. Nejprve bylo 
připraveno dostatečné množství ledu. Poté byly rozpuštěny komponenty kitu (2x Ligation 
Master Mix, pDrive Cloning Vector DNA, destilovaná voda) a umístěny do vaničky 
s nadrceným ledem. Byla připravena ligační směs podle doporučeného postupu (tabulka 29). 
 
Tabulka 29: rozpis ligační směsi na celkový objem 10 µl. 
komponenta objem (µl) 
2x Ligation Master Mix 5 
pDrive Cloning Vector (50 ng/µl) 1 
PCR produkt 1 – 4 
Destilovaná voda 0 – 3 
  
Směs byla zlehka promíchána pomocí mikropipety. Tato směs byla inkubována 2 hod v 
ledničce a poté umístěna v mrazáku při teplotě - 20°C. 
3.3.6.4 Příprava kompetentních buněk 
Nejprve byly připraveny živné půdy potřebné pro buňky E. coli použité k transformaci. 
Jednotlivé recepty jsou uvedeny v tabulkách 30 – 32: 
 
Tabulka 30: LB médium, rozpis na 100 ml, pH = 7. 
složka hmotnost (g) 
bacto trypton 1 
bacto yeast extrakt 0,5 
NaCl 0,5 
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Tabulka 31: LB agar, rozpis na 100 ml, pH = 7. 
složka hmotnost  (g) 
agar 1,5 
bacto trypton 1 
bacto yeast extract 0,5 
NaCl 0,5 
 
Tabulka 32: LB agar s kanamycinem, IPTG a X-gal, rozpis na 100 ml. Všechny složky byly 
přidány k tekutému LB agaru (teplota cca 50 °C) těsně před rozléváním do Petriho misek. 
složka objem (µl) koncentrace (mg/ml) 
kanamycín 100 30 
IPTG 60 200 
X-gal 100 40 
 
Dále bylo připraveno 250 ml LB agaru jen s kanamycinem (opět přidán do tekutého LB agaru 
o teplotě asi 50 °C před rozléváním do Petriho misek). 
     1. den byl byly naočkovány buňky E. coli DH5α (ze zásobní mikrozkumavky 
s glycerolem uložené v mrazáku) na Petriho misku s LB agarem a inkubovány přes noc při 
teplotě 37 °C. 
     2. den byla jedna narostlá kolonie E. coli naočkována do 3 ml LB média a inkubována na 
třepačce při teplotě 37 °C. 
     3. den probíhala vlastní příprava buněk na transformaci a následně i transformace. Narostlé 
buňky E. coli z předešlého dne byly přeočkovány do 10 ml nového LB média 
v Erlenmeyerově baňce, umístěny na třepačku a inkubovány cca 3 hod při teplotě 37 °C na 
výslednou optickou hustotu 0,3 až 0,5. Narostlá kultura buněk byla zchlazena ve směsi voda-
led po dobu 10 min. Poté byl přidán roztok 1 M CaCl2 a buňky byly inkubovány 1 hod ve 
vaničce se směsí voda-led. Kultura buněk byla rozdělena na alikvoty po 1,5 ml do 
mikrozkumavek a  centrifugovány ve vychlazené centrifuze 3 min pri 13 000 g. K sedimentu 
bylo po odstranění supernatantu přidáno 100 µl roztoku B (0,1 M CaCl2; 10 mmol/l TrisHCl  
pH = 7,6). Po rozsuspendování byly buňky v mikrozkumavkách vloženy do vaničky 
s nadrceným ledem a dále použity na transformaci.  
61 
 
3.3.6.5 Transformace buněk 
Ke 100 µl kompetentních buněk bylo přidáno 4 µl ligační směsi a byly inkubovány 1 hod ve 
vaničce s nadrceným ledem. Následně byly buňky opracovány tepelným šokem inkubací 2 
min při 42 ºC, potom byly ochlazeny inkubací 10 min ve vaničce s ledem.  
     K natransformovaným buňkám bylo přidáno 0,8 ml tekutého LB média a byly inkubovány 
1 hod při 37 ºC. Potom byla kultura buněk vyseta na tuhý LB agar s kanamycinem, X-gal a 
IPTG a inkubovány přes noc při 37 ºC.  
     4. den bylo přeočkováno 30 bílych klonů rozetřením na nový tuhý LB agar 
s kanamycinem. 
     5. den byl proveden skríning klonů pomocí PCR (primery M13 F/R homologické 
k použitému plazmidu pDrive). Jako vzorek DNA bylo použita jedna odpíchnutá kolonie 
narostlých buněk E. coli s natranformovaným PCR produktem. Celkový objem MasterMixu 
činil 25 µl (MasterMix viz tabulka 33, teplotní program PCR viz tabulka 34) . 
 
Tabulka 33: MasterMix pro skríning klonů. 
 koncentrace objem na jednu reakci (µl) 
voda  17,2 
pufr 1x 2,5 
MgCl2 1,5 mM 1,5 
dNTP 0,8 mM 2 
primer F 0,5 µM 0,25 
primer R 0,5 µM 0,25 
polymeráza 1 U 0,3 
DNA  1 
Ʃ  25 
 
Tabulka 34: teplotní program pro skríning. 
  teplota čas 
úvodní denaturace 95 °C 5 min 
40 cyklů 
denaturace 94 °C 1 min 
anelace  58 °C 1 min 
polymerizace 72 °C 1,5 min 
 výdrž na konci PCR 72 °C 10 min 
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Na základě skríningu klonů byly identifikovány správné klony, tj. ty, které obsahují plazmid 
s včleněným PCR produktem.  Byla provedena další PCR s primery M13F/R, tentokrát v 
dvojnásobném objemu 50 µl. Poté byl PCR produkt zkontrolován elektroforézou v 2,5 % 
agarozovém gelu. PCR produkt byl přečištěn pomocí Quiaquick PCR purification kit. Další 
elektroforéza byla provedena jako kontrola i jako odhad koncentrace DNA. Poté byl PCR 
produkt naředěn na cca 10 ng/µl a byl odevzdán spolu s naředěnými primery M13F/R na 
sekvenování do laboratoře Přírodovědecké fakulty University Komenského v Bratislavě. 
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4 VÝSLEDKY 
Cílem této práce bylo vyvinutí metod na detekci různých alergenů v potravinách. Byla 
zvolena nepřímá metoda založená na detekování molekul DNA příslušných potravinových 
alergenů. Výhodou této nepřímé metody je vysoká citlivost a selektivita, nevýhodou je riziko 
falešně pozitivních výsledků, kdy v konkrétní potravině nebo potravinářském výrobku je sice 
přítomna DNA alergenů, ale proteiny přímo zodpovědné za vyvolání alergické reakce u 
senzitivních jedinců přítomny nejsou. Naštěstí takových případů potravin je minimum, jako 
příklad lze uvést olej získaný ze semen daného alergenu. 
     Každá metoda je popsána pěti základními kroky: 
- teoretický detekční limit – DNA izolovaná ze zelené části dané rostliny (z listů) je naředěna 
desítkovým ředěním 10x – 106x a určí se mez amplifikovatelnosti, tj. při kterém nejnižším 
ředění ještě dojde u většiny paralelních vzorků k amplifikaci. 
- inkluzivita – s navrženými primery dojde (nebo nedojde) k amplifikaci u všech odrůd 
daného alergenu 
- exkluzivita – testují se hlavně příbuzné druhy, u žádného by nemělo dojít k amplifikaci 
- praktický detekční limit – z připravených modelových vzorek s definovaným obsahem 
daného alergenu se pomocí PCR určí mez amplifikovatelnosti, tj. minimální procentní 
zastoupení alergenu, které je ještě detekovatelné v potravinách a potravinářských výrobcích. 
- reálné vzorky – aplikace navržené metody na konkrétní běžně dostupné potraviny a 
potravinářské výrobky. 
4.1 Sója 
Na detekci sóje v masových výrobcích již bylo publikováno několik metod založených na 
PCR, zatím však byly všechny pouze kvalitativní. Našim cílem bylo vyvinutí kvantitativní 
metody se zachováním všech kvalitativních parametrů a dostatečnou citlivostí. 
4.1.1 Teoretický detekční limit 
Ze semen sóje byly vypěstovány rostliny, z jejichž listů pak byla izolována DNA použitá pro 
stanovení detekčního limitu metody pro identifikaci sóje v masových výrobcích. Tato DNA 
byla naředěna 10x, 100x, 1 000x, 10 000x a 100 000x postupným nařeďováním. Pomocí real-
time PCR pak byla zjišťována amplifikovatelnost (obrázek 14 a 15). 
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Obrázek 14: amplifikační křivky jednotlivých koncentrací - svazky křivek odpovídají ředění 
10x, 100x, 1000x a poslední (zleva) 10 000x.  
 
Obrázek 15: kalibrační křivka, její parametry jsou: R2 = 0,995; slope = -3,733; y = 26,402.  
Jednotlivé triplexy odpovídají ředění 10x, 100x, 1000x a poslední (zprava) 10 000x.  
 
Poslední ředění, u kterého došlo u všech paralelek k amplifikaci, je 10 000x, což odpovídá 
koncentraci DNA 2,75 pg/µl, po přepočtu na genomové ekvivalenty je to 2,43. 
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4.1.2 Inkluzivita 
V rámci testování metody na detekci sóje v masových výrobcích byla ověřována inkluzivita 
metody, testováno bylo 9 odrůd sóje původem z Kanady, Francie a Japonska. 
 
Tabulka 35: jednotlivé odrůdy sóje testované na inkluzivitu a jejich výsledky. 
 Odrůda původ výsledek 
1 Glycine max Belmont Kanada + 
2 Glycine max OAC Vision Kanada + 
3 Glycine max Cardiff Kanada + 
4 Glycine max Enterprise Kanada + 
5 Glycine max Korada Kanada + 
6 Glycine max Primus Kanada + 
7 Glycine max OAC Erin Kanada + 
8 Glycine max Quito Francie + 
9 Glycine max Kanakawa Wase Japonsko + 
 
 
Obrázek 16: amplifikační křivky DNA jednotlivých odrůd sóje. 
 
Z grafu (obrázek 16) a tabulky 35 je patrno, že inkluzivita navržené metody na detekci sóje 
v masových výrobcích byla 100 %. Naměřené hodnoty Ct často neodpovídaly naměřené 
koncentraci izolované DNA, což bylo dáno zřejmě tím, že DNA použitá k PCR nebyla 
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ředěna, proto mohlo docházet k tzv. overload efektu, kdy dochází k částečné inhibici PCR 
reakce nadbytkem DNA. Výsledek testu inkluzivity to ale nijak neovlivnilo. 
4.1.3 Exkluzivita 
Navržená metoda na detekci sóje v masových výrobcích byla také testována na exkluzivitu, 
tedy že nebude docházet ke křížovým reakcím u DNA příbuzných druhů, případně dalších 
složek potravin, které se mohou vyskytovat společně s DNA sóje (tabulka 36). 
 
Tabulka 36: přehled testovaných druhů a jejich výsledky. 
 vzorek výsledek  vzorek výsledek 
1 sója (lagris) + 13 pšenice  - 
2 sója (marianna) + 14 ječmen - 
3 čočka - 15 žito - 
4 cizrna  - 16 rýže - 
5 bob  - 17 para ořech - 
6 fazole zahradní - 18 kakao - 
7 fazole saxa - 19 kešu - 
8 fazole maxidor - 20 pistácie - 
9 hrách G13 - 21 kuřecí maso - 
10 hrách gloriosa - 22 skopové maso - 
11 hrách setý - 23 hovězí maso - 
12 podzemnice olejná - 24 vepřové maso - 
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Obrázek 17: amplifikační křivky testu exkluzivity navržené metody na detekci sóje 
v potravinách. 
 
 
Obrázek 18: ověření amplifikovatelnosti použité DNA v testu exkluzivity. 
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K amplifikaci v mezích detekčního limitu navržené metody na detekci sóje v masových 
výrobcích došlo jen u dvou odrůd sóje (pozitivní kontrola). Amplifikační křivky jiných druhů 
jsou až za tímto limitem detekce (CT > 38), proto lze považovat test exkluzivity za 100 % 
úspěšný (obrázek 17). Testem amplifikovatelnosti byla ověřena kvalita DNA použitá při testu 
exkluzivity, vzorky se špatnými výsledky byly vyřazeny, aby neposkytovaly falešně negativní 
hodnoty (obrázek 18). 
4.1.4 Praktický detekční limit 
Byly připraveny modelové vzorky paštik s definovaným obsahem sóje, z nich izolovaná DNA 
byla použita pro testování praktického detekčního limitu navržené metody na detekci sóje 
v masových výrobcích. 
 
 
Obrázek 19: křivka závislosti Ct na obsahu sóje v modelových vzorcích paštik. 
 
Poslední ještě amplifikovaný modelový vzorek paštiky byl 0,02 % (w/w) při hodnotě 
prahového cyklu Ct = 35,3 (obrázek 19). Pro navrženou metodu na detekci sóje tak byla 
stanovená hodnota Ct ≤ 36 považovaná za pozitivní detekci sóje a výsledky s hodnotou Ct > 
36 se považují za negativní. 
4.1.5 Reálné vzorky 
Navržená metoda na detekci sóje v masových výrobcích dosáhla potřebné citlivosti, úspěšně 
prošla testy na inkluzivitu i exkluzivitu, proto byla aplikována na reálné vzorky masových 
výrobků zakoupených v běžné maloobchodní síti. Výsledky pak byly srovnány 
s deklarovanými údaji na obalech těchto potravin (tabulka 37).  
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Tabulka 37: přehled testovaných masových výrobků a srovnání naměřených výsledků 
s deklarovanými údaji na obalech příslušných potravin (- značí neobsahuje, ± značí obsahuje 
stopy, + značí obsahuje), průměr Ct počítán ze čtyř paralelních reakcí. 
 
vzorek původ deklarováno výsledek Ø Ct SD 
1 Kuřecí párky ČR + + 27,85 0,38 
2 Bernské párky  ČR - -  
3 Vídeňské párky ČR - -  
4 Bavoráček ČR - + 27,98 0,15 
5 Spišské párky Slovensko + + 29,20 0,46 
6 Bratwurst Rakousko - -  
7 Kubisowie párečky Polsko + + 30,03 0,28 
8 Sekaná 1 Slovensko ± -  
9 Sekaná mix Slovensko ± -  
10 Poličan ČR - -  
11 Kladenská pečeně ČR ± + 34,30 0,39 
12 Dušená šunka ČR ± + 35,55 0,58 
13 Paštika pochoutka ČR - -  
14 Sekaná 2 Slovensko ± + 34,38 0,51 
15 Sertesmajkrém Maďarsko + + 32,95 1,35 
16 Super krém Slovensko + ± 37,00 0,10 
17 Pomazánka s uzeným masem Slovensko + + 31,90 0,50 
18 Zámecká ďábelská pomazánka Slovensko ± -  
19 Svačinková pomazánka ČR + -  
20 Zámecký bůčkový krém Slovensko + + 33,90 0,00 
21 Dedinská paštika Slovensko + + 29,75 0,55 
22 Pasta z uzeného masa 1 Slovensko + -  
23 Pasta z uzeného masa 2 Slovensko + + 30,90 0,80 
24 Svačinka ČR + -  
 
Naměřené výsledky byly většinou ve shodě s údaji deklarovanými výrobcem na obalech 
příslušných potravin. Některé výrobky neobsahovaly sóju, i když výrobce deklaroval na 
obale, že sóju obsahuje (19, 22, 24). Všechny vzorky byly podrobeny testu 
amplifikovatelnosti, aby byly vyloučeny falešně negativní výsledky (obrázek 20). 
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Obrázek 20: ověření kvality DNA použité při zjišťování přítomnosti sóje v masových 
výrobcích pomocí testu amplifikovatelnosti. 
4.1.6 Kvantifikace 
Navržená metoda detekce sóje v masových výrobcích byla zatím jen kvalitativní, tj. 
poskytovala pouze informaci, zda daná potravina či potravinářský výrobek obsahuje, nebo 
neobsahuje sóju. My jsme se pokusili posunout metodu na vyšší stupeň tak, aby bylo možné 
použít tuto metodu také jako kvantifikační, tj. určit kolik sóje se v masovém výrobku nachází.  
     Byly připraveny tři řady modelových vzorek masových výrobků s definovanými obsahy 
sójových preparátů – první řada se sójovým koncentrátem Arcon S, druhá řada se sójovým 
izolátem Pro Fam a třetí řada s okarou (viz. kapitola Materiál a metody). DNA izolovaná z 
těchto modelových vzorek byla použita pro reakci real-time PCR, z výsledků pak byly 
sestrojeny tři kalibrační křivky, vždy jedna pro danou řadu modelových vzorek se sójovými 
preparáty.  
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Obrázek 21: kalibrační křivka první řady modelových vzorek se sój. koncentrátem Arcon S. 
 
 
 
Obrázek 22: kalibrační křivka druhé řady modelových vzorek se sójovým izolátem Pro Fam. 
 
 
Obrázek 23: kalibrační křivka třetí řady modelových vzorek se sójovým preparátem okara. 
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Obrázek 24: kalibrační křivky všech tří řad modelových masových výrobků. 
 
Optimalizací parametrů real-time PCR (treshold a baseline) bylo dosaženo takových 
výsledků, že kalibrační křivky všech tří řad (obrázek 21, 22 a 23) jsou nejen prakticky 
rovnoběžné (tj. mají skoro shodný sklon), ale jsou i těsně vedle sebe (tj. vytínají téměř stejný 
úsek na ose y). To vše při relativně vysokém korelačním stupni R2, který ukazuje na vysokou 
míru linearity příslušných dat jednotlivých kalibračních křivek (obrázek 24).  
 
Tabulka 38: přehled masových výrobků, které obsahovaly sóju, hmotnostní podíly (vyjádřené 
v procentech) vypočtené dle jednotlivých kalibračních křivek a jejich průměr. Čísla vzorků 
jsou pro lepší orientaci převzata z předcházející tabulky č. 37. 
 
Ø Ct Arcon s okara Pro Fam Ø podíl SD 
1 Kuřecí párky 27,85 6,02 6,13 5,48 5,88 0,286 
4 Bavoráček 27,98 5,52 5,60 5,02 5,38 0,255 
5 Spišské párky 29,20 2,33 2,28 2,13 2,25 0,085 
7 Kubisowie párečky 30,03 1,30 1,25 1,20 1,25 0,044 
11 Kladenská pečeně 34,30 0,06 0,05 0,06 0,06 0,004 
12 Dušená šunka 35,55 0,03 0,02 0,03 0,02 0,002 
14 Sekaná 2 34,38 0,06 0,05 0,06 0,06 0,004 
15 Sertesmajkrém 32,95 0,17 0,15 0,15 0,16 0,008 
16 Super krém 37,00 <LOD <LOD <LOD <LOD 
17 Pomazánka s uzeným masem 31,90 0,35 0,32 0,32 0,33 0,013 
20 Zámecký bůčkový krém 33,90 0,09 0,07 0,08 0,08 0,005 
21 Dedinská paštika 29,75 1,58 1,53 1,45 1,52 0,054 
23 Pasta z uzeného masa 2 30,90 0,70 0,66 0,65 0,67 0,024 
 
y = -3,15x + 30,33
y = -3,27x + 30,43
y = -3,29x + 30,28
20
25
30
35
40
45
-2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5
okara
arcon s
pro fam
Kalibrační křivky všech tří řad modelových potravin 
log c
Ct
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Pomocí kalibračních křivek bylo vypočteno množství sóje v masových výrobcích (tabulka 
38), ve kterých byla kvalitativní metodou detekována přítomnost sóje. Největší množství sóje 
byla nalezena v párcích, v kuřecích párcích přibližně 6 %. Naproti tomu v dalších masových 
výrobcích, jako jsou šunky, sekaná a paštiky, byly naměřeny relativně nízká množství sóje. 
Jedinou výjimku představuje vzorek č. 21 (Dedinská paštika), která obsahovala 1,5 % sóje. 
 
4.2 Pistácie 
Metoda je alternativou k již dříve vyvinuté metodě [11], která byla navržena na vysoce 
citlivou kvalitativní analýzu. Nová metoda je orientována na jednokopiový gen COR kódující 
stresový protein dehydrin, kdežto předcházející metoda byla orientována na mezerníkovou 
oblast mezi geny pro 18S rRNA a 5,8S rRNA specifické pro pistácie, které jsou multikopiové, 
proto i daná oblast mezi těmito geny je multikopiová. Jednokopiová varianta je však 
výhodnější do budoucna pro kvantitativní analýzu, protože u multikopiových genů existuje 
velká variabilita v počtu kopií mezi jednotlivými odrůdami pistácie a dokonce i mezi 
jednotlivými pletivy jedné rostliny. Také je vhodnější pro multiplexovou real-time PCR 
k detekci vícero druhů potravinových alergenů v jedné reakci. 
4.2.1 Teoretický detekční limit 
DNA pistácie Khinjuk byla naředěna 10x, 100x, 1 000x, 10 000x, 100 000x a 1 000 000x 
postupným nařeďováním a pomocí real-time PCR testována amplifikovatelnost. 
 
 
Obrázek 25: kalibrační křivka a její parametry, pistácie Khinjuk. 
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Obrázek 26: amplifikační křivky jednotlivých koncentrací DNA pist. Khinjuk. Jednotlivé 
svazky odpovídají ředění 10x, 100x, 1000x, 10 000x a poslední (zleva) 100 000x. 
 
Z obrázků 25 a 26 je vidět, že k amplifikaci všech paralelek došlo ještě u ředění 100 000x, což 
odpovídá koncentraci DNA 6,09.10-4 ng/µl, tedy 3,5 pg. Vzhledem k tomu, že molekulová 
hmotnost genomu pistácie není známa, nelze detekční limit vyjádřit jako počet genomových 
ekvivalentů.   
4.2.2 Inkluzivita 
U navržené metody detekce pistácií v potravinách byla otestována inkluzivita, testováno bylo 
22 různých odrůd a variant pistácie (tabulka 39). 
 
Tabulka 39: Výpis odrůd pistácií testovaných na inkluzivitu a jejich výsledky při testování 
inkluzivity. 
 odrůda výsledek  odrůda výsledek 
1 Pistacia vera WEINMAN + 12 Pistacia vera Bronte + 
2 Pistacia vera CT + 13 Pistacia vera Red Alepps + 
3 Pistacia vera California + 14 Pistacia vera Algina + 
4 Pistacia vera U + 15 Pistacia vera Trabonella + 
5 Pistacia vera α + 16 Pistacia vera Vera + 
6 Pistacia vera 3 + 17 Pistacia vera Damghan + 
7 Pistacia vera E + 18 Pistacia vera Rashti + 
8 Pistacia vera Rash + 19 Pistacia vera Gazrim + 
9 Pistacia vera Dr. Rashid + 20 Pistacia vera Kerman + 
10 Pistacia vera R α bio + 21 Pistacia vera SFAX + 
11 Pistacia vera LORENZ + 22 Pistacia vera Lassen + 
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Obrázek 27: Kalibrační křivka a výsledné Ct jednotlivých vzorků variant pistácií. 
 
 
Obrázek 28: Amplifikační křivky vzorků pistácií testovaných při inkluzivitě. 
 
Jednotlivé body kalibrační křivky (obrázek 27) odpovídají koncentracím DNA 10; 1,7; 0,3; 
0,05 a 0,008 ng/ µl. Větší část vzorků DNA jiných odrůd pistacie měla nižší Ct než první bod 
kalibrační křivky (odpovídající koncentraci 10 ng/µl, obrázek 28), z čehož plyne vyšší 
koncentrace DNA ve vzorcích. Vzorek DNA (pistácie WEINMAN), který je na obrázku 
reprezentován třemi posledními body s nejvyšším Ct pravděpodobně obsahoval inhibitory 
PCR, protože koncentrace této vzorky neodpovídá poloze bodů Ct na kalibrační křivce. 
Zatímco poslední bod kalibrační křivky má koncentraci 0,008 ng/µl, koncentrace naměřená ve 
vzorce byla řádově vyšší – 39,2 ng/µl. Amplifikovány byly všechny vzorky, inkluzivita tedy 
byla 100 %. 
4.2.3 Exkluzivita 
Navrhnutá metoda byla testována také na exkluzivitu, tedy že nebude docházet ke křížovým 
reakcím u DNA příbuzných druhů, případně dalších složek potravin, které se mohou 
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vyskytovat společně s DNA pistácií (tabulka 40). DNA těchto složek by neměla být 
amplifikována. 
 
 
 Obrázek 29: Amplifikační křivky jednotlivých vzorků testovaných na exkluzivitu. 
 
K amplifikaci došlo jen u pozitivní kontroly (pistácie Khinjuk), všechny ostatní vzorky nebyly 
amplifikovány (obrázek 29). Test tedy demonstroval exkluzivitu 100 %. Byla ověřena kvalita 
DNA použitá při testu exkluzivity pro vyloučení falešně negativních výsledků (obrázek 30). 
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Tabulka 40: přehled testovaných složek potravin a jejich výsledky při testu exkluzivity. 
 vzorek výsledek  vzorek výsledek 
1 sója listy - 16 žito - 
2 mandle PEGARINKOS 2 - 17 rýže - 
3 mandle FERRAGNES - 18 pozitivní kontrola + 
4 arašídy listy - 19 ječmen APEX - 
5 kešu - 20 kukuřičná mouka 1 - 
6 mango pecka - 21 kukuřičná mouka 2 - 
7 para ořech - 22 pohanková mouka - 
8 makadamský ořech Seeberger - 23 kakao - 
9 lískový ořech list - 24 brambora 1 - 
10 slunečnice Miletičova - 25 brambora 2 - 
11 lichi 1 - 26 kuřecí maso - 
12 lichi 2 - 27 králičí maso - 
13 rhus typhinia - 28 krůtí maso - 
14 rhus 1 - 29 vepřové maso - 
15 polohrubá pšeničná mouka - 30 hovězí maso - 
 
 
Obrázek 30: test amplifikovatelnosti použité DNA při testu ekluzivity. 
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4.2.4 Praktický detekční limit 
Z připravených modelových vzorek vánočního cukroví (medvědí tlapky) s definovaným 
obsahem pistácií byla izolována DNA, která byla použita na real-time PCR s použitím 
primerů a sondy na detekci pistácií v potravinách a potravinářských výrobcích. Testovali jsme 
tak praktický detekční limit, tj. nejmenší obsah pistácií ve výrobku, který je ještě možno touto 
metodou detekovat.  
 
 
Obrázek 31: Křivka závislosti Ct na obsahu pistácií v potravinových vzorcích. 
 
Poslední ještě amplifikovaný potravinový vzorek s definovaným obsahem pistácií (obrázek 
31) byl 0,002 % (w/w), praktický detekční limit pak tedy je 20 mg/kg. 
4.2.5 Reálné vzorky 
Navržená metoda detekce pistácií v potravinách a potravinářských výrobcích obstála v testech 
inkluzivity i exkluzivity a dosáhla potřebné citlivosti, proto byla použita k detekci pistácií 
v reálných vzorcích potravin. Výsledky pak byly srovnány s deklarovanými údaji na obalech 
těchto potravin (tabulka 41).  
 
Tabulka 41: přehled testovaných výrobků, srovnání deklarovaných údajů na obalech potravin 
o obsahu pistácií s naměřenými výsledky (- značí neobsahuje, ± značí obsahuje stopy, + značí 
obsahuje), průměr Ct je počítán ze tří paralelních reakcí. 
vzorek původ deklarováno výsledek Ø Ct SD 
1 mandle pražené solené ČR - -  
2 mandlová tyčinka Creta Mel Řecko - -  
3 arašídová tyčinka Creta Mel Řecko - -  
4 pistáciová tyčinka Creta Mel Řecko + + 22,42 0,13 
5 arašídové křupky Lorenz Francie - -  
6 turecký med mandlový Francie - -  
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vzorek původ deklarováno výsledek Ø Ct SD 
7 pistáciová čokoláda Cote d´Or Belgie ± - 
 
8 čokoláda Lindt s vlašskými ořechy Švýcarsko - -  
9 čokoláda Lindt s pomerančem Švýcarsko - -  
10 bonbon s lískovým ořechem Polsko ± ± 36,57 0,78 
11 Rafaello Polsko - -  
12 mozartovy koule Reber Rakousko + + 27,61 0,18 
13 čokoláda s pist. marcipánem Zotter Rakousko + + 24,55 0,18 
14 bazalkový ovčí sýr -  
15 kachní paštika se švestkami ENTE Rakousko - -  
16 pistáciová čokoláda Lindt Švýcarsko + + 24,96 0,22 
17 ořechová čokoláda Zotter Rakousko ± -  
18 pistáciová čokoláda Finessa Rakousko + + 26,75 0,24 
19 kuličky Mirabell Německo + + 26,96 0,13 
20 Ferrero Rocher Itálie - -  
21 marcipánová čokoláda Finessa Rakousko ± -  
22 kuličky Mirabell Mozart Taler Rakousko + + 28,71 0,18 
23 nugátová čokoláda Reber Německo ± -  
24 čokoláda Mozart Reber Německo + + 29,67 0,08 
25 paštika WILD Rakousko + + 32,22 0,50 
26 lískové ořechy v čokoládě Belgie - -  
27 Ferrero Garden kokosové Německo ± ± 34,98 1,09 
28 játrová telecí paštika Rakousko - -  
29 pistáciový puding Jello USA + + 32,28 0,47 
30 Ferrero Garden pistáciové Německo + + 26,51 0,09 
31 pistáciový puding Wal-Mart USA + -  
32 Ferrero Garden mandlová Německo ± ± 35,58 1,15 
33 pekanová čokoláda  Francie ± -  
34 oříšková čokoláda  Francie ± -  
35 turecký med mandlovo-malinový Francie - -  
36 Ferrero Garden lískové ořechy Německo ± -  
37 mandlový bonbon Polsko ± -  
38 kaštanová čokoláda Zotter Rakousko ± -  
39 turecký med pistáciový Francie + ± 35,80 0,02 
40 Ferrero Garden jahody-maliny Německo ± -  
41 pistáciový bonbon 1 Polsko + + 31,32 0,04 
42 banánový puding 1 USA - -  
43 vanilkový puding 1 USA - -  
44 pistáciový bonbon 2 + 31,05 0,21 
45 banánový puding 2 -  
46 vanilkový puding 2 -  
47 pekanové sušenky Francie - -  
48 bonbon kapučíno Polsko ± -  
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Naměřené výsledky se většinou shodovaly s údaji deklarovanými výrobcem na obalech 
příslušných potravin. Některé výrobky neobsahovaly pistácie, i když výrobce deklaroval na 
obale, že pistácie obsahuje (číslo 31). U potravin, u nichž byla deklarována stopová 
přítomnost pistácií, se tato u některých potvrdila (10, 27, 32), u jiných nepotvrdila (7, 17, 21, 
33, 34, 36, 37, 38, 40, 48). Vzorky obsahující stopová množství (Ct > 35) často vykazovala 
velkou míru nepřesnosti (10, 27 a 32), protože obsah pistácie byl na hranici detekčního limitu 
navržené metody. Testem amplifikovatelnosti byla ověřena kvalita DNA pro vyloučení 
falešně negativních výsledků (obrázek 32). 
 
 
Obrázek 32: ověření kvality DNA použité při zjišťování přítomnosti pistácií v potravinách. 
4.3 Mandle 
Cílem bylo vyvinout metodu, která by byla schopna detekovat mandle v potravinách 
a potravinářských výrobcích tak, aby splňovala všechny nároky kladené na kvalitativní 
analýzu, tj. potřebná citlivost, stoprocentní inkluzivita i exkluzivita. Zatím nebyla 
publikována žádná metoda, která by to vše splňovala. Komerčně dostupný kit SureFood® 
Almond na detekci mandlí v potravinách od firmy Congen sice vykazuje dostatečnou 
citlivost, splňuje i 100 % exkluzivitu, ale nemá 100 % inkluzivitu (tabulka 42). Největším 
problémem při vývoji detekční metody pro mandle je velká neúplnost databází se sekvencemi 
genů jak mandlí, tak příbuzných druhů (broskve, meruňky, švestky atd.), takže se pak obtížně 
hledají vhodné markery skutečně selektivní pro mandle. 
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Tabulka 42: přehled testovaných metod, výsledky inkluzivity a exkluzivity. 
 
  
COX  thau nsLTP pru1 PRD 
Vzorka PCR Ct PCR Ct PCR Ct PCR Ct PCR Ct 
dulcis + 35,2 - - + 35 - - + 37,6 
dulcis Abdul Wahdi + 32,6 + 37,2 + 32 ± 40,0 + 32,0 
dulcis Eagle‘s Beak + 34,5 + 38,7 + 33 + 38,0 + 33,5 
dulcis Tarrangonna + 32,2 + 34,3 + 32 + 35,0 + 31,6 
dulcis Tetenyi Kemenyheju + 32,0 - - + 28,5 + 35,0 + 31,4 
dulcis Tuono + 31,5 + 33,7 + 30 + 35,4 + 30,7 
dulcis Turkmenskii Otlichitel + 31,0 + 26,6 + 29,5 + 35,0 + 31,4 
dulcis unknown + 32,0 + 33,8 + 32 + 38,0 + 32,4 
almond bitter 1 
- 
- + 29,5 - - - - - - 
almond bitter 2 + 25,8 + 32,0 + 28 + 27,8 + 25,8 
almond sweet + 26,5 + 27,0 + 25 + 28,7 + 25,5 
almond sweet 2 + 28,7 + 26,0 + 26 + 29,5 + 26,8 
mandla 1 + 27,3 + 24,5 + 24 + 29,2 + 26,8 
mandla 2 + 25,8 + 20,7 + 23 + 26,9 + 24,8 
mandla MN-VS-1 + 27,2 + 26,7 - - - - + 27,6 
mandla Vama + 26,8 + 29,7 + 25 + 31,4 + 26,9 
Casa Nova + 27,5 + 24,5 + 24,2 + 25,6 + 26,7 
Ferraduel + 26,4 + 27,0 + 25,6 + 25,3 + 25,8 
Ferragnes + 28,7 + 30,5 + 26,5 + 27,3 + 28,6 
Ferrastar + 28,2 ± 42,6 + 26,2 + 26,3 + 26,8 
Gloriette + 32,8 + 30,2 + 29,9 + 29,5 + 30,2 
Marcelina + 24,9 + 36,5 + 24,9 + 24,9 + 24,9 
Marcona + 28,5 + 30,7 + 26,7 + 26,6 + 26,6 
Orelha de Mula + 26,3 + 32,0 + 24,7 + 25,7 + 30,5 
Orelha de Mula 2 + 36,5 + 22,8 + 29,9 + 30,2 + 27,3 
Pegarinhos + 27,1 + 37,2 + 25,9 + 26,5 + 27,6 
Pegarinhos 2 + 28,7 ± 40,7 + 29,2 + 26,9 + 28,5 
Refego + 26,4 + 21,9 + 26,5 + 25,8 + 26,4 
broskev 2 - - - -   - + 29,0 + 35,6 
broskev Alberta - - - - + 38 + 23,0 + 23,7 
broskev Luna - - - - + 38 + 22,0 + 23,2 
broskev Red heaven - - - - + 38,5 + 22,0 + 23,9 
třešeň Vistuk 
- 
- 
- 
- 
- 
- + 27,5 + 28,0 
třešeň VUP 
- 
- 
- 
- ± 40,5 + 27,0 + 27,9 
meruňka 1 
- 
- 
- 
- 
- 
- + 30,0 + 34,0 
meruňka 2 
- 
- 
- 
- 
- 
- + 28,5 + 32,4 
meruňka Bulida 
- 
- ± 45,0 - - + 24,0 + 26,8 
meruňka Karola 
- 
- 
- 
- 
- 
- + 27,0 + 27,9 
meruňka Madarska 
- 
- 
- 
- 
- 
- + 25,0 + 27,8 
meruňka Veharda 
- 
- 
- 
- 
- 
- + 25,5 + 28,7 
meruňka Velkopavlovická 
- 
- 
- 
- 
- 
- + 26,5 + 29,2 
meruňka Vesprima 
- 
- + 41,0 - - + 26,5 + 32,3 
pološvestka 
- 
- 
- 
- ± 40 + 24,0 + 23,5 
ringle 
- 
- + 36,0 ± 43 + 24,5 + 28,0 
švestka Bystricka 
- 
- 
- 
- + 38 + 24,5 + 23,9 
švestka Laetitia 
- 
- 
- 
- + 39 + 25,0 + 25,5 
švestka Stanley 
- 
- ± 40,0 + 38 + 25,5 + 25,5 
švestka Vistuk 
- 
- 
- 
- ± 40 + 26,0 + 26,4 
višeň Vistuk 
- 
- 
- 
- ± 41,5 + 27,0 + 29,5 
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Z tabulky (tabulka 42) jasně vyplývá, že naše snaha o vyvinutí metody na detekci mandlí 
v potravinách nevedla k úspěchu. Ze všech testovaných metod se nejlépe jeví systém 
s primery COX, tedy komerční kit SureFood®. Tento systém měl jediný nedostatek, při testu 
inkluzivity neamplifikoval mandli Almond bitter 1. 
     V rámci vývoje bylo navrženo vícero dalších nových primerů, například na gen nsLTP tři 
forward primery a čtyři reverse primery, ani jedna jejich kombinace ale nebyla úspěšná.  
     Problematické vzorky byly sekvenovány (např. mandle Almond bitter 1), resp. úseky 
příslušného genu, aby bylo možno určit příčinu neamplifikace. Při přípravě na sekvencování 
se ale vyskytla řada problémů, nedařilo se naamplifikovat příslušnou DNA v potřebném 
množství a kvalitě, proto výsledky ze sekvenování byly zmatené a tím nepoužitelné. Pravá 
příčina neamplifikace DNA mandle Almond bitter 1 tak zůstala neodhalena. 
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5 DISKUSE 
Cílem práce bylo navrhnout, vyvinout a otestovat metody na detekci potravinových alergenů 
rostlinného původu. Tyto alergeny lze analyzovat dvěma metodami, přímo a nepřímo. Přímá 
metoda je orientována na konkrétní proteiny způsobující alergii. V důsledku různých procesů 
při výrobě potravinářských produktů jako například změny teploty, pH, iontové síly 
a podobně, se mění rozpustnost proteinů a jejich detekce je obtížná. Nepřímá metoda je 
orientována na jiný, stabilnější a odolnější marker – DNA. K analýze DNA se používá PCR a 
její různé varianty. V naší práci jsme proto zvolili jako marker pro detekci alergenů DNA, 
konkrétně specifické úseky vybraných genů příslušných alergenů. 
     Zaměřili jsme se na tři potravinové alergeny – sóju, mandle a pistácie. Pro sóju bylo cílem 
vyvinout kvantitativní metodu, pro mandle a pistácie kvalitativní metodu. 
      
Pro detekci sóje v masových výrobcích jsme navrhli primery a sondu orientované na gen lec 
kódující lektin specifický pro sóju. Nejdříve byly testovány kvalitativní parametry metody a 
poté byly vyvíjeny postupy kvantifikace.  
     První kvalitativní parametr – teoretický detekční limit – ukázal míru citlivosti metody 
v ideálních podmínkách. Výsledný limit detekce 2,75 pg, tedy 2,43 genomových ekvivalentů 
Glycine max, je srovnatelný s jinými publikovanými metodami určenými na detekci sóje 
v potravinách.  
     Další parametr – inkluzivita – byl testován na různých odrůdách sóje původem z Kanady, 
Francie a Japonska. Test prokázal amplifikaci u všech vzorek, byl tedy 100 %. 
     Exkluzivita jako další kvalitativní parametr byla testována na vzorcích DNA příbuzných 
druhů a také DNA potravinových matric, které by se mohly vyskytovat v masových výrobcích 
společně se sójou. Některé vzorky byly sice amplifikovány, ale až při vysokých hodnotách Ct 
(nad 38), takže byly pod detekčním limitem navržené metody, proto mohly být považovány za 
negativní. Exkluzivita byla tedy 100 %. 
     Praktický detekční limit byl testován pomocí modelových vzorků s definovanými obsahy 
sóje. Vzorek s nejmenším hmotnostním podílem sóje, který byl ještě amplifikován, byl      
0,02 % (w/w), což odpovídá hodnotě 200 mg/kg. 
     Metoda pak byla testována na reálných vorcích potravin z běžné maloobchodní sítě. 
Naměřené výsledky byly konfrontovány s údaji deklarovanými na obalech příslušných 
potravin. 
    Jelikož navržená metoda splnila všechny parametry kvalitativní analýzy, bylo přistoupeno 
k možnosti kvantifikace metody. Byly připraveny tři řady modelových vzorek s definovanými 
obsahy sóje, každá s jiným sójovým preparátem. Izolovaná DNA byla použita na real-time 
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PCR a byly tak vytvořeny tři kalibrační křivky závislosti prahového cyklu na logarimtu 
koncentrace. Optimalizací výsledků bylo dosaženo takových parametrů jednotlivých křivek, 
že lze tyto křivky považovat téměř za shodné. To také ukazuje, že obsah sójové DNA 
v různých sójových preparátech je téměř shodný, zřejmě technologický proces přípravy těchto 
preparátů má nulový nebo jen minimální vliv na obsah DNA ve výsledných produktech. 
     Po aplikování kalibračních křivek na výpočet obsahu sóje v reálných vzorcích potravin 
poskytovaly tyto přibližně stejné výsledky. Ukázalo se tak, že nejvíce sóje se přidává do 
párků, obsah sóje byl až 6 %.  
     Korelační koeficienty těchto kalibračních křivek by se možná daly vylepšit delší a 
pečlivější přípravou modelových vzorek, aby se dosáhlo co nejlepší homogenity matrice, také 
by možná pomohlo připravovat jednotlivé vzorky ve velkém objemu. Daly by se tak 
eliminovat chyby při navažování, které se více projevují při práci s malými objemy. 
     Kvantitativních metod na detekci alergenů založených na real-time PCR je zatím velmi 
málo, jsou to zatím spíše pokusy o kvantifikaci [24], [25]. Srovnávat tedy navrženou metodu 
na detekci sóje v masových výrobcích zatím není s čím. 
 
Pro detekci pistácií v potravinách byly navrženy primery a sonda orientované na gen COR 
kódující stresový protein dehydrin. Cílem bylo vyvinout a otestovat kvalitativní metodu, která 
by v budoucnu byla použitelná na kvantifikaci nebo multiplexovou analýzu. Byly testovány 
kvalitativní parametry důležité pro etablování metody.  
Detekční limit byl stanoven na hodnotě 3,5 pg. Vzhledem k tomu, že molekulová hmotnost 
genomu pistácie není známa, nelze detekční limit vyjádřit jako počet genomových 
ekvivalentů.   
     Inkluzivita byla testována na 22 odrůdách pistácie, byly úspěšně amplifikovány všechny 
vzorky. 
     Exkluzivita byla ověřována na příbuzných druzích a také na dalších druzích potravinových 
matric, které by se mohly vyskytovat dohromady s pistáciemi. Kromě pozitvní kontroly byly 
všechny vzorky negativní, nedošlo tedy k jejich amplifikaci. Exkluzivita tak byla 100 %. 
     Pomocí modelových vzorek s definovaným obsahem pistácií byl určen praktický detekční 
limit navržené metody. Vzorek s nejmenším hmotnostním podílem pistácií, který byl ještě 
amplifikován, byl 0,002 % (w/w), což odpovídá hodnotě 20 mg/kg. 
     Metoda pak byla testována na reálných vorcích potravin z běžné maloobchodní sítě. 
Naměřené výsledky byly konfrontovány s údaji deklarovanými na obalech příslušných 
potravin. 
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U mandlí bylo cílem vyvinout kvalitativní metodu, která by splňovala všechny parametry. Ve 
světě je problém spolehlivé detekce mandlí stále nevyřešen, i když je dostupná souprava na 
detekci mandlí, náš výzkum prokázal, že ani tento kit není stoprocentní. Bylo testováno vícero 
publikovaných metod orientované na různé geny, sami jsme také několik primerů a sond 
navrhli, bohužel ani jedna varianta neposkytuje uspokojivé výsledky.  
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6 ZÁVĚR 
Vzrůstající počet potravinových alergií je stále vážnějším zdravotnickým problémem. 
Výzkumné studie poukazují na rostoucí počet alergií u světové populace, proto je potřebné 
věnovat této problematice odpovídající pozornost.  
     Při předcházení alergickým reakcím mají pacienti jen jednu možnost a to úplně vyloučit 
konzumaci potravin obsahujících daný alergen. Spotřebitel musí být tedy informován o všech 
složkách potravin, které jsou dostupné v obchodní síti. Pro výrobce potravin vyplývá 
povinnost označovat všechny složky nacházející se v potravinářském výrobku. To vede 
k potřebě tyto údaje na obalech ověřovat testováním potravin, jsou tedy nutné citlivé a 
spolehlivé metody na detekování jednotlivých alergenů v potravinách a potravinářských 
výrobcích. První takové metody se zaměřovaly na analýzu proteinů, nyní je v centru zájmu 
vhodnější marker – DNA. Ta je přítomna v každém živočišné i rostlinné tkáni, specifické 
určení přítomnosti alergenu je tak možné i tehdy, když se v technologickém procesu 
zpracování suroviny poškodí alergenní složka (protein). K analýze DNA slouží především 
PCR a její různé varianty.  
     Polymerázová řetězová reakce je metoda na rozmnožení definovaného úseku DNA 
v podmínkách in vitro. Proces amplifikace je analogický replikaci DNA probíhající v živých 
organizmech. Pomocí PCR je možné vytvořit desítky milionů kopií úseku DNA v průběhu 
několika desítek minut. 
     V posledních letech se ve výzkumu a analytické praxi čím dál více používá real-time PCR, 
což je PCR s průběžným monitorováním fluorescence. Zdrojem fluorescence je komplex 
DNA s interkalačním barvivem, nebo různé označené sondy nebo primery. K hlavním 
výhodám real-time PCR patří minimalizace rizika kontaminace laboratorního prostředí 
amplifikovanými fragmenty DNA díky uzavřenosti systému a možnosti kvantifikace 
specifického fragmentu DNA na základě průběhu amplifikačních křivek. Mezi další výhody 
patří zkrácení celkového času potřebného na analýzu a vyloučení manipulace 
s elektroforetickými gely (karcinogenní barviva). 
     V mé práci jsem se zaměřil na tři potravinové alergeny rostlinného původu – sóju, pistácie 
a mandle. Byly navrženy primery a sondy orientované na specifické geny jednotlivých 
alergenů. Testovaly se základní kvalitativní parametry, jako je detekční limit, inkluzivita, 
exkluzivita a praktický detekční limit. Metody pak byly aplikovány na reálné vzorky potravin 
z běžné maloobchodní sítě. 
     Podařilo se vyvinout kvantitavní metodu detekce sóje v masových výrobcích při zachování 
vysoké citlivosti a dalších kvalitativních parametrů. Metoda vykazovala dobrý detekční limit, 
100% inkluzivitu i exkluzivitu. Také praktický detekční limit ověřený na modelových 
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vzorcích byl dobrý. Kvantifikace byla založena na třech kalibračních křivkách ze tří řad 
modelových vzorek s různými sójovými preparáty. 
     Také se podařilo vyvinout kvalitativní metodu na detekci pistácií v potravinách, její 
detekční limit byl dobrý, inkluzivita i exkluzivita byly 100%, také praktický detekční limit 
určený za pomoci modelových vzorek potravin s definovaným obsahem pistácií byl velmi 
dobrý. Metodu tak jistě bude v budoucnosti možné použít na kvantifikaci nebo multiplexovou 
analýzu, jelikož je metoda orientována na jednokopiový gen. 
     Vyvinout kvalitativní metodu na detekci mandlí se nepodařilo. I ve světě zůstává tento 
problém nevyřešen.  
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10 SEZNAM ZKRATEK 
 
bp   bázové páry 
CT   hodnota treshold cyklu  
DNA   deoxyribonukleová kyselina 
dNTP   deoxiribonukletidtrifosfát 
ELISA   enzyme-linked immunosorbent assay  
FAO   zemědělská a potravinářská organizace 
FRET   fluorescence resonance energy transfer 
GMO   geneticky modifikované organismy 
LOD   limit detekce 
NAC   neamplifikační kotnrola 
NTC   negativní kontrola, bez templátové DNA 
PCR   polymerázová řetězová reakce 
PDCAAS  bílkovinná stravitelnost vzhledem k aminokyselinovému spektru  
R2   korelační koeficient 
RNA   ribonukleová kyselina 
SD   standartní odchylka (standart deviation) 
Taq   Thermus aquaticus 
Tm   teplota tání 
UNG   uracil – DNA – glykosiláza 
UV   ultrafialové záření 
WHO   světová zdravotnická organizace 
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11 PŘÍLOHY 
11.1 Chemikálie a roztoky 
Agaróza, Promega Corporation, Madison, USA 
Brómfenolová modrá, Serva, Heidelberg, Německo 
Cetyl – 3 –metylamónium bromid (CTAB), Sigma-Aldrich, Steinheim, Německo 
Disodná sůl kyseliny etylendiaminotetraoctové (Na2EDTA), 0,02 mol/l, pH 8,0 upravená s 
HCl nebo NaOH, Serva, Heidelberg, Německo 
Dodecyl sulfát sodný (SDS), Boehringer Mannheim, Německo 
dNTP – 10mmol.l-1 směs dATP, dCTP,dGTP, dTTP, Novagen, Bratislava, Slovensko 
Ethanol, φ = 96 a 70 % Merck, Darmstadt, Německo 
Etídiumbromid (EtBr), Serva, Heidelberg, Německo 
Gelred, Biotium, Bratislava, Slovensko 
Gold view, Fermentas, Bratislava, Slovensko 
Glycerol, Serva, Heidelberg, Německo 
Hexadecyl-trimethyl-ammonium-bromid (CTAB), C19H42BrN, Serva, Heidelberg, Německo 
Hydroxid sodný (NaOH) Merck, Darmstadt, Německo 
Chlorid hořečnatý (MgCl2) – 25mmol l-1, Fermentas, Bratislava, Slovensko 
Chlorid sodný (NaCl) – 1,2 mol.l-1, Serva, Heidelberg, Německo 
Chlorid draselný (KCl), Serva, Heidelberg, Německo 
Chloroform, Fermentas, Bratislava, Slovensko 
Izopropanol – 80 % Merck, Darmstadt, Německo 
Kyselina etyléndiaminotetraoctová (EDTA), Serva, Heidelberg, Německo 
Kyselina chlorovodíková, Lachema, Brno, Česká republika 
Kyselina octová, Lachema, Brno, Česká republika 
Ladder DNA 100bp, 50 µg.ml-1 roztok v 10 mmol.l-1 Tris-HCl (pH 7,5), 1mmol.l-1 EDTA, 
Invitrogen, Carlsbad, USA 
Ladder DNA 250bp, 20 µg.ml-1, roztok v 10 mmol.l-1 Tris-HCl (pH 7,5), 1mmol.l-1 EDTA, 
Invitrogen, Carlsbad, USA 
Ladder DNA 50bp, 250 µg.ml-1, roztok v 10 mmol.l-1 Tris-HCl (pH 8,0), 1mmol.l-1 EDTA, 
Roche, Mannheim, Německo 
Octan sodný, Lachema, Brno, Česká republika 
Proteináza-K, c = 20 mg.ml-1, Sigma-Aldrich, Steinheim, Německo 
RNáza A, c = 10mg.ml-1; DNáza-free, z hovězího pankreasu, 50 U.mg-1 lyofilyzátu Serva, 
Heidelberg, Německo 
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Termostabilní DNA polymeráza - HotStarTaq®, 5 U.µl-1; Qiagen, Hilden, Německo 
Termostabilní DNA polymeráza - AmpliTag® Gold, 5 U.µl-1; Applied Biosystems, Langen, 
Německo 
Termostabilní DNA polymeráza - FastStartTag, 5U.µl-1; Roche, Mannheim, Německo, 
Trmostabilní DNA polymeráza - CheetahTM Hot-StartTag, 5U.µl-1; Biotium, Hayward, USA 
Tris(hydroxymethyl)-aminometan (Tris), Serva, Heidelberg, Německo 
TE buffer, c(Tris) = 0,01 mol.l-1, c(Na2EDTA) = 0,001 mol.l-1 pH 8,0 upravená s HCl nebo 
NaOH, Novagen, Bratislava, Slovensko 
Voda – chemické čistoty (extra pure), neobsahující DNA, Merk, Darmstadt, Německo 
10x koncentrovaný tlumivý roztok na PCR – 200 mmol.l-1 Tris-HCl (pH 8,7); 500 mmol.l-1 
KCl; 15 mmol.l-1 MgCl2, 100 mmol.l-1 (NH4)2SO4, Qiagen, Hilden, Německo 
10x koncentrovaný tlumivý roztok na PCR – 150 mmol.l-1 Tris-HCl (pH 8,0); 500 mmol.l-1 
KCl; 25 mmol.l-1 MgCl2, Applied Biosystems, Langen, Německo 
10x koncentrovaný tlumivý roztok na PCR - 67 mmol.l-1 Tris-HCl (pH 8,8); 100 mmol.l-1 
KCl; 6,7 mmol.l-1 MgCl2, 100 mmol.l-1 (NH4)2SO4, Fermentas, Bratislava, Slovensko 
10x koncentrovaný tlumivý roztok na PCR – 250 mmol.l-1 Tris-HCl (pH 9,2); 500 mmol.l-1 
KCl; 20 mmol.l-1 MgCl2, Genetika, Bratislava, Slovensko 
10x koncentrovaný tlumivý roztok na PCR – 500 mmol.l-1 Tris-HCl (pH 8,3); 100 mmol.l-1 
KCl; 50 mmol.l-1 MgCl2, 100 mmol.l-1 (NH4)2SO4, Roche, Mannheim, Německo 
10x koncentrovaný tlumivý roztok na PCR – 200 mmol.l-1 Tris-HCl (pH 9,0); 500 mmol.l-1 
KCl; 25 mmol.l-1 MgCl2, Biotium, Hayward, USA. 
11.1.1Složení základních roztoků 
TAE:  
40 mmol.l-1 Tris.HCl pH 7,6 
20 mmol.l-1 octan sodný 
2 mmol.l-1 EDTA pH 8,0 
Nanášecí tlumivý roztok:  
50 % (w/v) glycerol 
0,1 mol.l-1 EDTA 
35 mmol.l-1 SDS 
0,001 % brómfenolová modrá 
0,001 % xylén cyanol 
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Extrakční roztok (lyzační) na 100ml:  
100 mmol.l-1 Tris.HCl pH 8,0 
50 mmol.l-1 EDTA pH 8,0 
500 mmol.l-1 NaCl 
2 % (w/v) SDS 
CTAB extrakční roztok (lyzační) na 100ml:  
 20 g.l-1 CTAB 
1,4 mol.l-1 NaCl 
0,1 mol.l-1 Tris.HCl pH 7,6 
20 mmol.l-1 Na2EDTA 
1 mol.l-1 NaOH 
pH 8,0 
CTAB precipitační roztok na 100 ml:  
0,5 % CTAB 
0,04 mol.l-1 NaCl 
pH 8,0 
1,2 mol.l-1NaCl : 7,2 g NaCl ve 100 ml redest. vody 
 
 
 
 
11.2. Odborné články 
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Soya beans (Glycine max) belong to important 
legumes and oil seeds. The defatted soya meal, 
which is in fact a by-product of soya vegetable oil 
production, is a good and cheap source of pro-
teins that are widely used as a less expensive sub-
stitute for meat proteins in many food products. 
For a technologically effective use in the meat 
industry, soya protein-based additives are pro-
duced from soya meal. This is done basically by 
removing the water-soluble saccharides and, for 
a certain type of products, by extraction of other 
non-protein components. Depending on the way 
of processing of the soya meal, soya protein-based 
additives of different protein contents in the range 
between approx. 650 g·kg-1 and 950 g·kg-1 are pro-
duced. The products with the protein contents of 
approx. 650 g·kg-1 are usually designated protein 
concentrates, while products with the protein con-
tents above 900 g·kg-1 are designated protein iso-
lates, the latter being intended for use in pharma-
ceutical applications. Another protein-containing 
by-product from processing soya beans is okara, 
which is soya pulp consisting of insoluble compo-
nents remaining in the production of soya milk. 
Dried okara, which can be used as an additive 
in production of certain food products, contains 
approx. 240 g·kg-1 proteins [1, 2].
Because soya is an allergen, its presence in 
food products has to be declared on the label 
[3, 4]. In this case, an analytical method should 
be able to quantify soya in the range from 1 g·kg-1 
down to less than 0.01 g·kg-1 [3, 5]. However, 
content of soya in food products is of interest 
also from a point of view of adulteration, since 
a variety of processed meat products contain soya 
protein-based additives as a substitute for a part of 
Semi-quantitative estimation of soya protein-based additives 
in meat products using real-time polymerase chain reaction
JIŘÍ ŠMÍD – ZUZANA GODÁLOVÁ – ĽUBICA PIKNOVÁ – PETER SIEKEL – TOMÁŠ KUCHTA
Summary
A real-time polymerase chain reaction (PCR) detection system with a TaqMan probe for quantification of soya in 
meat products was developed and evaluated. The detection system targeted the Le1 gene encoding for soya lectin 
and exhibited 100% inclusivity (9 Glycine max cultivars) and 100% exclusivity (22 plant samples) for the detection of 
soya. Analytical sensitivity of the assay was 5.75 pg DNA per reaction, which corresponds to approx. 2 haploid genome 
equivalents. Practical detection and quantification limits for three different soya protein-based additives (protein con-
centrate, protein isolate, okara), in liver paté as a matrix, were at a level of 0.1 g·kg-1. The calibration lines for each 
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limit of quantification to 100 g·kg-1, which means that the same calibration line could be used for all soya protein-based 
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land, declared protein content 720 g·kg-1) and 
Pro-Fam 974 (Archer Daniels Midland, declared 
protein content 900 g·kg-1) were obtained from 
Amitco (Brno, Czech Republic). Dried okara (de-
clared protein content 240 g·kg-1) was obtained 
from Sojaprodukt (Drietoma, Slovakia). Liver 
paté Májka (Hamé, Kunovice, Czech Republic) 
was obtained from the market in Brno, Czech Re-
public; absence of soya in the matrix was checked 
by PCR according to MEYER et al. [9]. Weighed 
amounts of a soya protein-based additive were 
thoroughly mixed using mortar and pestle during 
10 min with a calculated amount of liver paté in 
batches of 5 g, and serial dilution with the matrix 
was applied to obtain model samples contain-
ing from 100 g·kg-1 to 0.1 g·kg-1 of individual soya 
protein-based additives. Seeds of different soya 
cultivars were obtained from a specialized shop in 
Bratislava, Slovakia. Further plant and meat sam-
ples were obtained from the markets in Bratislava, 
Slovakia.
DNA extraction
DNA was extracted from homogenized sam-
ples (200 mg) by chaotropic solid phase extraction 
(SPE) using NucleoSpin Food Kit (Macherey-
Nagel, Düren, Germany) in accordance with the 
instructions for use attached to the kit. All extrac-
tions included a blank for the control of reagents 
and possible contamination during the extraction 
procedure. Amplifiability of the extracted DNA 
was checked by universal eukaryotic real-time 
PCR [16]. DNA concentration was determined by 
fluorimetry using Quant-iT PicoGreen kit (Invitro-
gen Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA). 
DNA for the determination of inclusivity, DNA-
based limit of detecion (LOD) and DNA-based 
limit of quantification (LOQ), was isolated from 
leaves of G. max by chaotropic SPE using DNeasy 
Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany).
Polymerase chain reaction
Real-time PCR assays were performed in in-
dividual reaction volumes of 20 μl. Each reaction 
tube contained 2 μl of DNA solution (50–100 ng), 
1.5 U Cheetah Hot Start Taq polymerase (Bio-
tium, Hayward, California, USA), reaction buffer 
the meat. If such substitution is not properly de-
clared on the label, it may be classified as fraud. 
In this case, an analytical method should be able 
to quantify soya in the range from 10 g·kg-1 to 
100 g·kg-1 [1].
For the purpose of controlling proper food la-
belling, several methods for detection of soya in 
food products were developed. These are based 
either on direct detection of proteins by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) [6–8] or 
are based on indirect detection of soya DNA by 
polymerase chain reaction (PCR) [9–13]. Al-
ternative methods such as immunohistochemi-
cal technique [14] or near-infrared spectroscopy 
[15] are also available. However, the analytical 
methods so far available were originally devel-
oped with the main aim of detection of allergens 
as sensitively as possible, and the potential of the 
analytical methods to quantify soya in the content 
range relevant for food authentication was not 
evaluated. The situation at DNA-based detection 
of soya in food may be further complicated if dif-
ferent soya protein-based additives (e.g. protein 
concentrates or protein isolates) contain different 
levels of DNA. In this case, DNA-based quan-
tification of soya would not be feasible without 
a priori knowledge of the type of additive present 
in the food product. Although a preliminary infor-
mation was encouraging, saying that various soya 
protein concentrates contain identical DNA levels 
(E. Jaccaud, personal communication), this fact 
needed to be confirmed. The evaluation was the 
subject of the present study, invol ving three differ-
ent types of soya protein-based food additives. In 
this study, a modified real-time PCR method was 
developed, targeting an established soya-specific 
marker gene Le1, and its potential for quantifica-
tion of soya in meat products was assessed.
MATERIALS AND METHODS
Samples
Soya cultivars were obtained from Gene Bank 
of the Slovak Republic, Research Institute of 
Plant Production, Piešťany, Slovakia. Soya pro-
tein concentrates Arcon S (Archer Daniels Mid-
Tab. 1. Primers and probe used in the study.
Designation Sequence (5’-3’)
BLe2F CCA GCT TCG CCG CTT CCT TC
BLe2R GAA GGC AAG CCC ATC TGC AAG CC
BLe2P FAM-CTT CAC CTT CTA TGC CCC TGA CAC-TAMRA
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supplied with the DNA polymerase, 2.5 mmol·l-1 
MgCl2 and 200 μmol·l-1 dNTP mixture (Applied 
Biosystems, Foster City, California, USA). Primers 
BLe2F and BLe2R were used at concentrations 
of 300 nmol·l-1 and the probe BLe2P was used at 
a concentration of 200 nmol·l-1. Oligonucleotides, 
sequences of which are given in Tab. 1, were 
synthesized by Eurofins MWG Operon (Ebers-
berg, Germany). Amplification was carried out 
in a real-time PCR cycler model 7900 (Applied 
Biosystems) using a temperature programme con-
sisting of initial denaturation at 95 °C for 5 min, 
followed by 50 cycles of denaturation at 95 °C and 
annealing with polymerization at 65 °C for 60 s. 
Data on fluorescence in optical channel for FAM 
(6-carboxyfluorescein) were collected and ampli-
fication curves were processed using the internal 
software of the instrument. In case of exclusivity 
testing, the reaction mixture contained an internal 
amplification control (IAC) system (Applied Bio-
systems, cat. no. 4308323), which was monitored 
in optical channel for VIC (4,7,2’-trichloro-7’-phe-
nyl-6-carboxyfluorescein). In qualitative analysis, 
an increasing amplification curve with quantifica-
tion cycle lower than 36 was taken as the positive 
result, in order to avoid false positivity originat-
ing in amplification-independent fluorescence in-
crease. All analyses were done in triplicate, if not 
otherwise stated.
Statistics
Results were statistically processed, includ-
ing linear regression and analysis of covariance 
(ANCOVA), using Prism 5 Software (GraphPad, 
San Diego, California, USA).
RESULTS AND DISCUSSION
An analytical method providing data on the 
contents of soya in processed meat products would 
be useful for control of correctness of food label-
ling. The previously published real-time PCR-
based methods demonstrated a potential for such 
quantification [11, 13]. In this study, we aimed at 
improvement of the quantification potential of the 
method, and at testing its practical quantification 
potential, in a model matrix with defined additions 
of different soya protein-based additives.
A new set of PCR primers BLe2F, BLe2R 
and a 5’-hydrolase (TaqMan) probe BLe2P was 
designed on the sequence of an established soya-
specific marker gene Le1 (GenBank accession 
number K00821; Tab. 1). The system was designed 
to have as low as possible amplicon length, which 
was 74 bp. The real-time PCR with these primers 
and the probe systems exhibited 100% inclusiv-
ity when tested with 9 soya cultivars (Tab. 2) and 
100% exclusivity when tested on 22 different plant 
samples (Tab. 3).
Analytical sensitivity of the assay was deter-
mined on the basis of analysis of a series of deci-
mally diluted solutions of DNA isolated from 
G. max cv Korada leaves. This parameter was 
found to be equal to 5.75 pg per reaction (Fig. 1), 
which is equivalent to approx. 2 haploid genomes 
Tab. 2. Inclusivity of real-time PCR.
Soya cultivar Detection result
Belmont +
Cardiff +
Enterprise +
Kanakawa Wase +
Korada +
OAC Erin +
OAC Vision +
Primus +
Quito +
(+) – positive PCR result.
Tab. 3. Exclusivity of real-time PCR.
Species / genus Cultivar / specificiation
Detection 
result
Phaseolus vulgaris Katka –
Phaseolus vulgaris Maxidor –
Phaseolus vulgaris White butter beans –
Pisum sativum Gloriosa –
Pisum sativum Progress –
Pisum sativum Zázrak z Kelvedonu –
Almond kernels –
Brazil nuts kernels –
Cashew nuts –
Chickpea seeds –
Hazelnut kernels –
Macadamia kernels –
Maize flour –
Oat flakes –
Peanut seeds –
Pecan nuts kernels –
Pistachio kernels –
Rice kernels –
Rye flour –
Sunflower seeds –
Walnut kernels –
Wheat flour –
(–) – negative PCR result.
Šmíd, J. et al. J. Food Nutr. Res., 2015, pp. 165–170
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per reaction, given the genome size of A. hypogaea 
is approx. 2.96 pg [17]. A calibration line used to 
calculate LOD and LOQ is presented in Fig. 1. 
This analytical parameter is comparable with those 
reported previously for other soya-specific real-
time PCR methods [11–13].
Parameters of practical analytical applicability 
were determined for the real-time PCR based on 
the results of analysis of a series of model samples 
containing a defined addition of soya protein-
based additive. Liver paté was used as a basic ma-
trix for the preparation of model samples, because 
it was found to facilitate very good homogenity 
with added soya protein additives in our prelimi-
nary experiments. Three different types of soya 
protein-based additives, namely, soya protein 
concentrate, soya protein isolate and okara, were 
used. Results shown in Fig. 2 and Tab. 4 illustrate 
the performance of real-time PCR. The data were 
analysed by ANCOVA and all three calibration 
lines were found to be statistically identical, with 
identical slopes (p = 0.8312) and identical inter-
cepts (p = 0.7622). This result meant that a pooled 
calibration line could be constructed from all 
the data, with a pooled slope k = –3.23875 and 
a pooled Y intercept q = 30.349.
The precision of the analytical method could 
be improved by increasing the number of repli-
cate analyses to 6 or 12, with appropriate statisti-
cal treatment. This would improve the linearity 
of calibration lines, reflected by correlation coef-
ficients getting closer to 1. However, certain diffi-
culties should be always anticipated at attempts to 
precisely quantify food components by real-time 
PCR, even in homogenous samples. An important 
intrinsic factor in this respect is the small slope of 
the calibration line of real-time PCR, on a loga-
rithmic concentration scale [18, 19]. Measures 
should be applied to provide a maximum of 
achievable precision and accuracy, regarding sam-
pling, sample preparation and number of repli-
cates when the method is implemented to routine 
food testing [20, 21].
Since statistically identical calibration lines 
were obtained for series of model paté samples 
spiked with different soya protein-based additives, 
this suggests that the real-time PCR-based method 
can facilitate semi-quantitative estimation of soya 
in meat products without a priori knowledge of the 
type of the additive. In practical case, a series of 
spiked samples should be prepared for calibration 
purposes and, using the obtained calibration line, 
unknown samples can be quantified. The spiked 
samples should be prepared using a matrix as simi-
lar as possible to that of the analysed samples and, 
for spiking, a probable type of soya-based protein 
Fig. 2. Calibration lines of real-time PCR with series 
of spiked model liver paté samples.
A – paté spiked with Arcon S, B – paté spiked with Pro-Fam, 
C – paté spiked with Okara. 
Points represent means of three replicate analyses with 
bars representing standard deviation, if great enough to 
be depicted. Cq – quantification cycle, c - content of soya 
protein-based additive in paté.
Fig. 1. Calibration line for determination 
of analytical sensitivity of the assay. 
Analysis was done in 6 replicates. Cq – quantification cycle, 
m – weight of DNA (per reaction aliquot).
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additive should be used, based on the information 
about the analysed food product or other informa-
tion from the food industry.
CONCLUSION
A real-time PCR detection system with 
a TaqMan probe for quantification of soya was 
developed and found to have good parameters of 
100% inclusivity, 100% exclusivity and analytical 
sensitivity of 5.75 pg DNA per reaction, which cor-
responds to approx. 2 haploid genome equivalents. 
When this real-time PCR was applied to DNA iso-
lated from three series of liver paté samples spiked 
with three different soya protein additives, statis-
tically identical calibration lines were obtained. 
This means that semi-quantitative estimation of 
soya protein-based additives in meat products can 
be obtained by using this real-time PCR-based 
method, when calibrated by a series of spiked sam-
ples based on roughly similar soya protein-based 
additives.
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Ten published DNA-based analytical methods aiming at detecting material of almond (Prunus dulcis)
were in silico evaluated for potential cross-reactivity with other stone fruits (Prunus spp.), including
peach, apricot, plum, cherry, sour cherry and Sargent cherry. For most assays, the analysis of nucleotide
databases suggested none or insufﬁcient discrimination of at least some stone fruits. On the other hand,
the assay targeting non-speciﬁc lipid transfer protein (R€oder et al., 2011, Anal Chim Acta 685:74e83) was
sufﬁciently discriminative, judging from nucleotide alignments. Empirical evaluation was performed for
three of the published methods, one modiﬁcation of a commercial kit (SureFood allergen almond) and
one attempted novel method targeting thaumatin-like protein gene. Samples of leaves and kernels were
used in the experiments. The empirical results were favourable for the method from R€oder et al. (2011)
and a modiﬁcation of SureFood allergen almond kit, both showing cross-reactivity <103 compared to
the model almond.
© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.1. Introduction
An analytical method for the detection of almond in food is
necessary to protect almond-allergic consumers, as well as for
authentication of food products containing almond. In this sense,
DNA-based methods have demonstrated their usefulness for spe-
cies identiﬁcation and food allergen detection [1]. Within the last
decade, the development of a reliable method for the detection of
almond has been attempted by several research teams [2e14], as
highlighted in the recent review by Costa et al. [15]. This interest
has arisen from the increasing numbers of sensitised/allergic in-
dividuals to various food components, including almond. Food al-
lergy affects approximately 5% of young children and 3e4% of
adults in western countries [16]. The prevalence of almond allergy
in Australian children was estimated to be 0.02% [17]. Data specif-
ically regarding almond allergy in the general population are
scarce, as it is often monitored in connection with allergy to tree
nuts. The designation of tree nuts is considered an artiﬁcialgmail.com (B. Brezna).
, et al., In silico and experim
., Molecular and Cellular Probcategory created for the allergological purposes, and besides
almond, it comprises hazelnut, walnut, pecan nut, cashew nut,
Brazil nut, pistachio nut and macadamia nut. These species are not
closely related at botanical level, but in terms of allergy their cross-
reactivity is frequent [16].
In sensitised individuals, the consumption of offending food
may lead to various adverse effects, ranging from mild clinical
symptoms (skin rash and swelling), up to severe immunological
reactions such as anaphylaxis and death. So far, the safest way to
copewith an allergy is the total avoidance of the offending food. For
this reason, the composition of pre-packaged foods must be avail-
able for the consumers and correctly described on the respective
label. As a result, almond, as part of tree nuts, is on the list of in-
gredients required to be labelled according to the legislation of EU
[18], USA, Canada, Australia, New Zealand, Argentina, Bolivia, Chile,
Colombia, Costa Rica, Cuba, Mexico, Nicaragua and Venezuela [19].
Almond (PrunusdulcisorAmygdalus communis L.) is closely related
to several stone fruits of the genus Prunus. For the food industry, the
most important related species are peach (Prunus persica), apricot
(Prunus armeniaca), plum (Prunus domestica), cherry (Prunus avium)
and sour cherry (Prunus cerasus). In some foods, almonds may be
simultaneously present with some of these related species.ental evaluation of DNA-based detection methods for the ability to
es (2014), http://dx.doi.org/10.1016/j.mcp.2014.11.006
B. Brezna et al. / Molecular and Cellular Probes xxx (2014) 1e172Confectionery products such as chocolates or candies, which are
likely to contain undeclared traces of almond, may additionally
comprisedriedorotherwiseprocessed tissuesofpeach, apricot, plum,
cherry or sour cherry. Marzipan is a product consisting primarily of
ground almonds and sugar, being prone to adulteration owing to the
addition of other ingredients, such as apricot, peach or plum kernels
that do not comply with the designation of marzipan [20].
Since the presence of almond in food products may also have
legal consequences, a speciﬁc reliable method to differentiate
almond from other genetically related plant species is of high
importance for food control laboratories. Until now, the develop-
ment of a speciﬁc method for unequivocal almond identiﬁcation
has been difﬁcult to accomplish. The biological relatedness of
Prunus species is very high, as mirrored by the high similarity of
DNA sequences in the homologous genes, which complicates the
development of discriminatory PCR methods [11]. The distinction
between almond and peach is particularly difﬁcult due to their high
degree of similarity, being actually capable of forming hybrids.
Almond and peach crosses are regularly used as rootstocks for al-
monds in the agriculture [21].
Although some published methods and commercial kits have
beenmadeavailable for thedetection of almond,manyauthors admit
cross-reactivity between almond and other stone fruits [6,8,9,11,13],
while others never checked for cross-reactivity during the method
validation [2e4,7,10]. On theotherhand, the attemptof increasing the
speciﬁcity of the DNA marker for almond detection may lead to the
choice of a variable region as a possible target. In this case, since the
target region may not be identical in all almond cultivars, a certain
level of false negativity of the assay might occur. For a fair evaluation
and comparison of the available methods for almond detection,
validation on a broad panel of almond cultivars and other stone fruits
is required. Apart from experimental testing, which provides a direct
evidence of speciﬁcity of the methods, in silico analysis is also a
valuable source of information. This approach may be of interest; in
particular, if some methods were designed long time ago when less
Prunus sequences were available in the public databases.
In this study and to the best of our knowledge, we intended to
perform for the ﬁrst time, the in silico evaluation of all published
almond detection DNA-based assays regarding their potential
cross-reactivity to food-relevant species of the Prunus genus. It was
also aimed to experimentally test a critically selected subset of
methods based on real-time PCR, including a commercial kit and an
approach based on a novel potential target gene.
2. Materials and methods
2.1. In silico analysis
Within the target sequences of previously published methods
for the detection of almond, the relevant parts covering positions of
oligonucleotide hybridisation regions were found. These fragment
sequences were submitted to online programme Blast (http://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) and compared to the following data-
bases separately: nucleotide collection (nr/nt), expressed sequence
tags (EST), genomic survey sequences (GSS) and whole genome
shotgun contigs (WGS). The programme was limited to search only
those GenBank data that compliedwith the following Entrez query:
“Prunus dulcis”[Organism] OR “Prunus persica”[Organism] OR
“Prunus armeniaca”[Organism] OR “Prunus domestica”[Organism]
OR “Prunus avium”[Organism] OR “Prunus cerasus”[Organism] OR
“Prunus sargentii”[Organism] OR “Prunus dulcis  Prunus persica”
[Organism] OR “Prunus persica  Prunus dulcis” [Organism]. The
resulting alignments (Fig. 1) were evaluated manually for the
presence of mismatches in DNA regions of primer hybridisation
from each target sequence.Please cite this article in press as: Brezna B, et al., In silico and experim
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Samples of almonds and other Prunus species were obtained
from the following sources: National Clonal Germplasm Repository,
Davis, California, USA (leaves); Dr. Fernando Ponz, Departamento
de Biotecnología, Instituto Nacional de Investigacion y Tecnología
Agraria y Alimentaria, Madrid, Spain (leaves); Botanic Garden,
Slovak Agricultural University, Nitra, Slovakia (leaves); orchards
located in Southwest region of Tras-os-Montes, Northeast of
Portugal (kernels); Slovakian grocery stores and outdoor markets
(kernels) and private gardens (leaves) (Supplemental Table 1).
2.3. DNA extraction
DNA was extracted from leaves by chaotropic solid phase
extraction (SPE) using DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) according to the manufacturer's instructions. From ker-
nels, DNA was extracted by chaotropic SPE using NucleoSpin Food
Kit (MachereyeNagel, Düren, Germany) according to the manu-
facturer's instructions.
2.4. Estimation of DNA concentration
Concentration of DNA extract from Ferraduel almond, used as
model, was measured ﬂuorimetrically in triplicate, using PicoGreen
dye and bacteriophage lambda DNA as calibrator, according to the
instruction attached to the Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit
(Invitrogen, Paisley, UK). The concentration of other samples was
estimated indirectly by universal real-time PCR, using decimal di-
lutions of Ferraduel almond DNA as calibration standard. For
comparison, two alternative universal markers, the 18s rRNA and
cytochrome c oxidase subunit VIa precursor genes were used
(Supplemental Table 1). In case of suspected PCR inhibition (no
ampliﬁcation, atypical ampliﬁcation curves or geometric standard
deviation higher than 3), the samples were 4-fold serially diluted
and reassessed.
2.5. Sequencing of SureFood kit amplicon
The SureFood® Allergen Almond real-time PCR kit (R-Biopharm,
Darmstadt, Germany) was used according to the manufacturer's
instructions. The product of almond-speciﬁc reaction obtained
from almond DNA template of Vama cv. was puriﬁed using Qia-
Quick PCR puriﬁcation kit (Qiagen, Hilden, Germany), cloned by
QIAGEN PCR Cloning Kit (Qiagen, Hilden, Germany) and trans-
formed into DH5alpha competent cells. Transformants were
screened by PCR using plasmid-targeting primers M13F-40 and
M13R, as described elsewhere [22]. The same primers were sub-
sequently used for sequencing, which was performed at the
Department of Molecular Biology, Faculty of Natural Sciences,
Bratislava, Slovakia. Sequences were obtained for the cloned insert
of greater size, i.e. SureFood kit amplicon, as well as for shorter
insert, i.e. dimer of SureFood primers.
2.6. Design of oligonucleotides
Oligonucleotides targeting the marker of SureFood kit were
designed as follows. Sequence of cloned SureFood primer dimer
was compared to SureFood amplicon, and the probable sequence of
the original primers was deduced. The amplicon sequence was
aligned to homologous Prunus sequences available in NCBI data-
bases to conﬁrm the presence of primer mismatches towards Pru-
nus other than almonds (Fig. 2). The probe was designed de novo by
means of Primer3 software (http://frodo.wi.mit.edu/). The criteria
for probe design were set to obtain a maximum of 35 nucleotideental evaluation of DNA-based detection methods for the ability to
es (2014), http://dx.doi.org/10.1016/j.mcp.2014.11.006
Fig. 1. Alignment illustrating in silico evaluation of published DNA methods for the detection of almond. In case of repetitive sequences or minor variants, the most illustrative
subset is depicted. Asterisks (*) denote atypical and probably rare almond sequences.
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B. Brezna et al. / Molecular and Cellular Probes xxx (2014) 1e176length and a temperature of melting (Tm) at least 6 C higher than
either of the primers.
Primers targeting thaumatin-like protein of almond were
designed manually based on the alignment of peach and almond
sequences (Fig. 3). The attempt was made to maximise theFig. 2. Schematic representation of marker gene used in SureFood allergen almond kit. A
(probably identical to SureFood primers) and the anti-sense probe designed de novo in this
Please cite this article in press as: Brezna B, et al., In silico and experim
discriminate almond from other Prunus spp., Molecular and Cellular Probdifferences in the reverse primer. The forward primer was designed
to differ from peach at 3'-end and to leave sufﬁcient space for
possible probe design in the future.
In order to design an ampliﬁcation control, which, unlike 18s
rRNA marker, would target a low copy gene (preferably a single-lignment with peach and apricot sequences, position of primers used in this study
study.
ental evaluation of DNA-based detection methods for the ability to
es (2014), http://dx.doi.org/10.1016/j.mcp.2014.11.006
Fig. 3. Design of PCR primers based on alignment of peach and almond allele sequences for thaumatin-like protein [28]
B. Brezna et al. / Molecular and Cellular Probes xxx (2014) 1e17 7copy gene), the 18 single-copy plant genes conserved across four
completely sequenced plant genomes were used as a starting point
[23]. The NCBI databases were searched for Prunus homologues of
these genes by means of tblastn software. In the case of putative
cytochrome c oxidase subunit VIa precursor (cco) [23], RNA ho-
mologues in almond, peach, apricot and cherry were identiﬁed in
EST database (Fig. 4). Peach intron regions were identiﬁed by
comparison to WGS (DNA) database and avoided in subsequent
primer design. Primers were designed in homology regions be-
tween the four Prunus species, using Primer3 software to have a Tm
between 59 and 61 C and to produce an amplicon of 70e150 bp.
The sequences of oligonucleotides targeting the non-speciﬁc
lipid transfer protein, the 11s globulin Pru1 and the universal
eukaryotic 18s rRNA ampliﬁcation control were adopted from
published sources (Supplemental Table 2).
2.7. Real-time polymerase chain reaction
Oligonucleotides used in this study are listed in Supplemental
Table 2. The composition of the reaction mixtures and the tem-
perature conditions are listed in Supplemental Table 3. All reactions
were carried out in real-time PCR cycler model 7900 (Applied
Biosystems, Foster city, California, USA).
For those reactions performed with SYBR Green intercalation
dye, the melting temperature of the PCR products was determined
based on the maximum of the derivative dissociation curve. The
PCR products were also analysed by electrophoresis in QiaXcel
system (Qiagen, Hilden, Germany) in order to distinguish correct
amplicons from primer dimers. By comparing these two ap-
proaches, the range of melting temperatures corresponding to
correct amplicons was determined. If the melting temperature wasFig. 4. Design of low copy-gene ampliﬁcation control primers based on alignment of almond
subunit VIa precursor.
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ampliﬁcation for the expected target.
All the samples were analysed in triplicates. Each PCR plate also
contained triplicates of decimal dilutions of Ferraduel almond DNA
to construct the calibration curve. Using the calibration equation,
the Ct values were transformed into equivalents of Ferraduel
almond DNA quantity [ng]. Geometric mean and geometric stan-
dard deviation were calculated from the triplicate values. After-
wards, relative ampliﬁcation was calculated, using geometric mean
quantity obtained from “almond-speciﬁc” PCR and dividing it by
geometric mean quantity obtained from ampliﬁcation control re-
action. Since two kinds of ampliﬁcation controls were used in this
study, two sets of relative ampliﬁcation values were calculated.
Based on the result patterns, the observations were further
interpreted as follows. Failed ampliﬁcation in at least one of the
three replicates or relative ampliﬁcation value <103 were both
interpreted as a negative result. Relative ampliﬁcation value 101
on condition of successful ampliﬁcation in all 3 replicates was
interpreted as a positive result. The results were considered
ambiguous and labelled by “ þ/ ” sign, if all three replicates were
ampliﬁed, but the relative ampliﬁcation value was in the interval
103 Rel <101.
Some negative and ambiguous results were excluded from the
ﬁnal report based on a possibility that they were caused by insuf-
ﬁcient concentration of DNA template. Judgements about which
template concentration was sufﬁcient were made individually for
each assay by comparing the concentration of DNA template
(Supplemental Table 1) with estimated limit of detection (LOD) of
each “almond-speciﬁc” assay. For example, in the case where the
last decimal dilution of Ferraduel almond ampliﬁed in all three
replicates was 7.07  103, the LOD of the assay was between, peach, apricot, cherry and sour cherry sequences, encoding for cytochrome c oxidase
ental evaluation of DNA-based detection methods for the ability to
es (2014), http://dx.doi.org/10.1016/j.mcp.2014.11.006
Table 1
Relative ampliﬁcation of individual markers vs. the 18s rRNA gene, calibrated to Ferraduel almond.
Sample name ns LTP1 SureFood-like 11s Globulin (Pru 1) AL60SRP Thaumatin-like protein
R€oder et al. [11] Leidinger et al. [5] Costa et al. [12]
n Rel sg Ev. n Rel sg Ev. n Rel sg Ev. n Rel sg Ev. n Rel sg Ev.
Almond DPRU2408 3 3.57  100 2.00 þ 3 2.42  100 2.12 þ 3 1.37  100 1.84 þ 3 8.65  101 1.85 þ
Almond DPRU2223 3 5.12  101 1.67 þ 3 5.27  101 1.69 þ 3 8.47  101 2.29 þ 3 4.08  103 3.66 þ/
Almond 1 3 6.62  101 8.14 þ 3 6.13  100 12.18 þ
Almond 1 sweet 3 5.89  100 1.35 þ 3 2.41  100 1.47 þ
Almond 2 3 6.99  101 1.41 þ 3 9.09  101 1.34 þ 3 6.09  101 1.27 þ
Almond cv. Abdul Wahdi 3 1.37  100 1.45 þ 3 1.74  100 1.41 þ 3 1.33  100 1.69 þ
“Almond” (?) bitter 1 0 0 n.a. e 3 8.72  104 1.36 e 0 0 n.a. e 2 2.58  104 13.44 e
Almond bitter 2 3 2.65  101 1.37 þ 3 5.86  101 1.43 þ 3 3.70  101 1.33 þ 3 6.61  101 2.99 þ 3 1.30  102 1.28 þ/
Almond cv. Casa Nova 3 1.72  100 1.35 þ 3 2.34  100 1.30 þ 3 1.35  100 1.35 þ 3 2.56  100 1.38 þ 3 4.71  100 1.32 þ
Almond cv. Eagle's beak 3 3.65  100 3.72 þ 3 4.76  100 3.88 þ 3 1.18  100 4.00 þ 3 1.61  100 4.70 þ
Almond cv. Ferragnes 3 7.12  101 1.31 þ 3 4.23  101 2.02 þ 3 5.15  101 1.41 þ 3 2.91  101 1.55 þ 3 5.02  101 1.29 þ
Almond cv. Ferrastar 3 1.69  100 1.08 þ 3 3.58  100 1.14 þ 3 1.83  100 1.29 þ 3 3.38  100 1.36 þ 3 1.52  101 1.16 þ
Almond cv. Gloriette 3 1.59  100 1.11 þ 3 2.32  100 1.32 þ 3 1.62  100 1.47 þ 3 2.72  100 1.14 þ 3 2.71  100 1.10 þ
Almond cv. Marcelina 3 3.10  100 1.13 þ 3 3.85  100 1.47 þ 3 4.03  100 1.14 þ 3 3.60  100 1.30 þ 3 1.58  102 1.19 þ/
Almond cv. Marcona 3 2.24  100 1.20 þ 3 4.60  100 1.25 þ 3 3.72  100 1.19 þ 3 3.96  100 1.42 þ 3 5.32  100 1.44 þ
Almond cv. MN-VS-1 3 6.20  101 1.24 þ 3 5.41  101 1.24 þ 3 1.08  100 1.37 þ 3 5.20  101 1.38 þ
Almond cv. Orelha de mula 3 1.92  100 1.10 þ 3 6.97  101 1.74 þ 3 9.69  101 1.21 þ 3 7.85  101 1.30 þ 3 6.54  101 1.07 þ
Almond cv. Pegarinhos 3 1.22  100 1.21 þ 3 2.60  100 1.21 þ 3 1.51  100 1.12 þ 3 2.69  100 1.11 þ 3 2.00  102 1.36 þ/
Almond cv. Refego 3 3.58  101 1.43 þ 3 7.30  101 1.58 þ 3 1.25  100 1.20 þ 3 1.40  100 1.16 þ 3 9.14  100 1.18 þ
Almond sweet 2 3 4.21  100 2.04 þ 3 3.61  100 2.57 þ 3 3.22  100 1.97 þ 3 6.30  100 1.86 þ
Almond sweet 3 4.44  101 1.47 þ 3 1.16  100 1.44 þ 3 7.43  101 1.43 þ
Almond cv. Tarragona 3 3.09  100 1.98 þ 3 2.42  100 2.61 þ 3 3.12  100 2.02 þ 3 1.72  100 3.20 þ
Almond cv. Tetenyi
kemenyheju
3 4.47  101 1.96 þ 3 2.91  101 2.07 þ
Almond cv. Tuono 3 8.72  100 1.48 þ 3 4.53  100 1.63 þ 3 2.29  100 1.52 þ 3 1.10  101 1.51 þ 3 6.29  100 1.48 þ
Almond cv. Turkmenskyi
Otlichitel
3 1.01  101 5.83 þ 3 3.45  100 8.25 þ 3 7.36  100 5.98 þ 3 3.31  101 6.31 þ
Almond cv. Vama 3 3.91  101 1.12 þ 3 2.14  101 1.20 þ 3 8.10  101 1.09 þ 3 5.62  101 1.18 þ
Apricot 2 0 0 n.a. e 2 1.77  104 184.27 e
Apricot cv. Bulida 0 0 n.a. e 0 0 n.a. e 3 1.55  102 1.84 þ/ 3 1.67  101 1.95 þ 0 0 n.a. e
Apricot cv. Karola 0 0 n.a. e 1 1.29  106 n.a. e 2 7.08  105 3.60 e 3 5.52  101 2.54 þ 2 1.05  105 17.02 e
apricot cv. Madarska 1 7.13  107 n.a. e 0 0 n.a. e 3 1.27  103 3.68 þ/ 3 1.67  102 4.54 þ/ 0 0 n.a. e
Apricot cv. Veharda 0 0 n.a. e 3 1.67  107 108.20 e 3 1.26  103 2.36 þ/ 3 5.90  103 1.84 þ/ 0 0 n.a. e
Apricot cv. Velkopavlovicka 0 0 n.a. e 3 1.03  104 2.58 e 3 4.02  103 1.84 þ/ 3 1.30  102 1.61 þ/ 1 7.02  108 n.a. e
Apricot cv. Vesprima 0 0 n.a. e 0 0 n.a. e 3 8.76  105 317.31 e 3 6.14  102 2.09 þ/ 0 0 n.a. e
Greengage 3 1.86  104 1.82 e 0 0 n.a. e 3 1.28  101 1.17 þ 3 1.11  100 1.41 þ 1 1.88  102 n.a. e
Half-plum cv. Cacanska 3 6.45  104 1.71 e 0 0 n.a. e 3 3.54  101 1.89 þ 3 2.63  100 2.01 þ 0 0 n.a. e
Cherry 1LP 1 1.13  104 n.a. e 0 0 n.a. e 3 6.30  101 1.47 þ 1 2.88  103 n.a. e
Cherry 3 MM 2 2.38  105 1.52 e 0 0 n.a. e 3 1.52  101 2.82 þ 0 0 n.a. e
Cherry VUP 2 2.43  105 2.50 e 0 0 n.a. e
Peach cv. Alberta 3 1.52  105 2.03 e 0 0 n.a. e 3 4.33  101 1.34 þ 3 1.34  100 1.28 þ 0 0 n.a. e
Peach cv. Carmina 0 0 n.a. e 0 0 n.a. e 3 3.05  101 1.36 þ 0 0 n.a. e
Peach cv. Don Bernard 1 3.61  105 n.a. e 0 0 n.a. e 3 2.25  101 3.30 þ 3 3.28  101 3.23 þ 0 0 n.a. e
Peach cv. Luna 3 9.76  105 3.06 e 2 4.00  104 2.93 e 3 1.78  100 2.85 þ 3 2.95  100 3.39 þ 0 0 n.a. e
Peach cv. Plagold 0 0 n.a. e 0 0 n.a. e
Peach cv. Red Heaven 1 1.12  104 n.a. e 0 0 n.a. e 3 1.70  100 3.33 þ 3 7.33  100 2.55 þ 2 1.33  105 2.07 e
Peach  almond cv. Kando 0 0 n.a. e 3 1.54  101 1.90 þ 3 4.91  101 1.74 þ
Plum cv. Bystricka 3 1.48  104 2.49 e 1 1.82  105 n.a. e 3 5.20  102 1.74 þ/ 3 1.02  100 1.72 þ 0 0 n.a. e
Plum cv. Laetitia 2 6.78  106 6.94 e 0 n.a. n.a. e 3 3.29  100 1.60 þ 1 2.91  109 n.a. e
Plum cv. Stanley 3 2.30  104 3.33 e 1 4.23  106 n.a. e 3 2.31  101 3.69 þ 3 3.76  100 2.95 þ 2 1.60  102 2.79 e
Plum Vistuk 3 8.08  105 17.64 e 1 2.40  106 n.a. e 3 1.13  101 1.87 þ 3 3.15  100 1.37 þ 2 4.03  108 1.53 e
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discriminate almond from other Prunus spp., Molecular and Cellular Prob7.07  104 and 7.07  103. For the correct manifestation of
relative ampliﬁcation 1  101 (the criterion of positivity), the
template concentration had to be between 7.07  103 and
7.07  102. As the value of 4  102 is within that range, it was
chosen as a threshold for sufﬁcient template concentration. The
thresholds for each assay were determined in analogy to this
example. Negative and ambiguous results were included in the ﬁnal
report only if the template concentration was above the threshold.
However, the positive results were reported, even if the template
concentration was low, because such positivity was not false.
2.8. QiaXcel conditions
The QiaXcel system (Qiagen, Hilden, Germany) was used in
combinationwith QIAxcel DNAHigh Resolution Kit (Qiagen, Hilden,
Germany). The instrument was set to predeﬁned analysis method
OM500, which involved sample injection voltage of 5 kV, sample
injection time of 10 s, and separation voltage of 5 kV. The separation
time was 500 s. The QX Alignment Marker 15 bp/3 kb (Qiagen,
Hilden, Germany) and QX DNA Size Marker FX174/HaeIII (Qiagen,
Hilden, Germany) were used to facilitate the estimation of fragment
sizes.
2.9. High resolution melting analysis
The PCR reaction mixture containing EvaGreen (Biotium, USA)
was composed as described in Supplemental Table 3. The volume of
12.5 ml was pipetted per well into a 96-well PCR plate (4titude, UK)
and overlaid with 15 ml of mineral oil (Sigma, USA). The ampliﬁ-
cation was performed in conventional PCR cycler, Mastercycler
Gradient (Eppendorf, Hamburg, Germany) using the temperature
conditions described in Supplemental Table 3. After ampliﬁcation,
products were heated to 94 C for 30 s and then cooled to 25 C.
Melting curve acquisitionwas performed in a 96-well LightScanner
instrument (Idaho Technology, USA) by ﬂuorescence monitoring
during heating of the samples from 60 C to 95 C. After the ﬁrst
melt, samples were cooled and re-melted under the same condi-
tions. Data analyses were carried out using the commercial Light-
Scanner software version 2.0. For data interpretation, melting
curves were normalized, temperature-shifted, and then converted
to a ﬂuorescence difference plot [24].
3. Results and discussion
3.1. In silico analysis
In the present work, published DNA-based methods for the
detection of almond were evaluated for their theoretical ability to
distinguish almond from other Prunus spp. The evaluation was
limited to the most relevant species for the food industry, i.e. peach
and nectarine (P. persica), apricot (P. armeniaca), plum
(P. domestica), cherry (P. avium) and sour cherry (P. cerasus). Addi-
tionally, Sargent cherry (P. sargentii) was included in the analysis.
This species produces comparatively small fruits, being quite
laborious to process for adulteration purposes. However, occa-
sionally, such adulteration may be suspected, and the high simi-
larity of tocopherol proﬁles between almond and Sargent cherry oil
disables the distinction by tocopherol analysis, which is otherwise a
useful tool for Prunus authentication [25e27]. Hybrids of peach and
almond were included in the Blast search because several notable
markers had been sequenced and individual alleles attributed to
peach and almond in the Texas  Earlygold hybrid (MB1-73) [28].
All the “almond in food”- detection methods published at the time
of submission were analysed (Fig. 1). Apart from one exception, all
the methods were designed for the protection of individualsental evaluation of DNA-based detection methods for the ability to
es (2014), http://dx.doi.org/10.1016/j.mcp.2014.11.006
Table 2
The methods and their evaluation for cross reactivity with non-almond Prunus spp.
Source; target; techniquea Assay purpose In vitro analysis by authors In silico analysis in this studyb in vitro analysis in this study
Pancaldi et al. [2]; Lipid
transfer protein; A
Detection of allergenic
almond in food
Not performed Not possible, unavailable data. Not performed
Pafundo et al. [3,4];c
11s globulin (prunin Pru1); B
Detection of allergenic
almond in food
Not performed  No discrimination peach
(AEKW01018555)
Not performed
Leidinger [5];
11s globulin (prunin Pru1); A
Detection of allergenic
almond in food
 No cross-reactivity peach (1 specimen)  Poor discrimination peach
(FI946017): one insigniﬁcant
mismatch in forward primer
 No discrimination peach and
some plums.
 Medium cross-reactivity
(102  relative
ampliﬁcation 103) for
some of the apricots, plums,
greengage
 Weak cross-reactivity
(<103) some apricots.
Ehlert et al. [6]; extensin; C Detection of allergenic
almond in food
 Cross-reactivity peach, apricot, plum  No discrimination peach
(AEKW01012004), apricot
(CV046551)
Not performed
Spaniolas et al. [7]; trnL (UAA)
intron; D,E
Determination of botanical
origin of plant oils. Focus on
olive oil adulteration
Not performed  No discrimination peach (AF348560),
apricot (GQ179670), cherry
(GQ179671), plum (AM282668)
Not performed
K€oppel et al. [8, 9];
pathogenesis related protein
PR-10; A
Detection of allergenic
almond in food
 Cross-reactivity (>1%) peach, apricot;
 No cross-reactivity plum
 Poor discrimination peach
(EU117120), apricot (AF020784),
cherry (U66076), sour cherry
(EE488180): 1 insigniﬁcant mismatch
in forward primer.
 Poor but better discrimination plum
(EU117126): same mismatch in
forward primer and 1 mismatch in
probe
Not performed
Wang et al. [10];
pathogenesis related protein
PR-10; F
Detection of allergenic
almond in food
Not performed  No discrimination peach (FC860988),
apricot (CV053173), cherry
(AY540508)
Not performed
R€oder et al. [11];
lipid transfer protein; A
Detection of allergenic
almond in food
 Weak crossreactivity (<0.01%)
apricot, peach, plum, mirabelle
kernels
 No cross-reactivity leaves
 Cross-reactivity (>10%) Sargent cherry
 Sufﬁcient discrimination peach
(AJ277163),
apricot (HM234046),
cherry (HM234043): at least 2
mismatches reverse primer, 1 additional
mismatch introduced artiﬁcially
 No discrimination Prunus
davidiana, but irrelevant for
food.
 Weak cross-reactivity (relative
ampliﬁcation < 103) peach,
plum, greengage, cherry, sour
cherry, 1 apricot sample
Costa et al. [12];
60s acidic ribosomal protein
(AL60SRP); G
Detection of allergenic
almond in food
 High resolution melting analysis
(HRM) enabled distinction of almond
amplicons from those of apricot and
peach.
 No ampliﬁcation plum, cherry, prune,
cherry-plum
 No discrimination peach
(AM288802)
 Poor discrimination apricot
(CV051804): 1 insigniﬁcant
mismatch in reverse primer
 No discrimination in relative
ampliﬁcation for peach, cherry,
sour cherry, plum, greengage,
half-plum.
 Medium cross-reactivity
(102  relative
ampliﬁcation 103) for
some apricots.
 No species-speciﬁc
differences in HRM
Not performed
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Costa et al. [13];
11s globulin (prunin Pru1); H
Detection of allergenic
almond in food
 Cross-ampliﬁcation apricot and
peach, but weaker than almond.
(apricot Ct delay 2.7e3.9 cycles,
peach Ct delay 5.6e7.0 cycles or no
signal)
 No ampliﬁcation plum and cherry
 Poor discrimination apricotd: 1
mismatch in probe.
 Better discrimination peach
(AEKW01018555): 1 signiﬁcant
mismatch in internal reverse primer
and 1 mismatch in probe
Lopez-Calleja et al. [14];
ITS1 (spacer between 18s and
5.8s rRNA); A
Detection of allergenic
almond in food
 No ampliﬁcation apricot,
cherry, sour cherry, peach, plum
 Effects of insertion mismatch not
fully understood, but complete
discrimination seems improbable for
plum (HF969272), apricot (JF978096):
1 insigniﬁcant mismatch in forward
primer and 1 insertion reverse primer.
 Better discrimination peach (JF978121),
cherry (HM856805), sour cherry
(EF211080), Sargent cherry (AF179513):
at least 2 mismatches reverse primer, 1
position signiﬁcant. Insigniﬁcant
mismatch forward primer, some
cases also 1 mismatch probe.
Not performed
This study;
similar to SureFood kit; A
Detection of allergenic
almond in food
(see last column)  Sufﬁcient discrimination peach and
apricot. One insigniﬁcant and three
signiﬁcant mismatches in forward
primer. Apricot: additional
mismatches elsewhere.
 No discrimination for hybrid
peach x almond cv. Kando, but
irrelevant for food.
 Weak cross-reactivity (relative
ampliﬁcation < 103) peach, plum,
apricot, irregular ampliﬁcation 1
sour cherry sample
This study;
thaumatin-like protein; B
Detection of allergenic
almond in food and/or
food adulteration
(see last column)  Sufﬁcient discrimination peach
(EU424263). 3 signiﬁcant
mismatches and one 11-nucleotide
insertion in reverse primer. 1
signiﬁcant mismatch in forward
primer.
 Delayed ampliﬁcation for
some almonds
(102  relative ampliﬁcation
103).
 Cross-reactivity sour cherry
 Weak cross-reactivity
(relative ampliﬁcation
< 103) apricot, peach, plum,
greengage, cherry,
a Symbols for techniques: A e TaqMan real-time PCR, B e SybrGreenER or SybrGreen real-time PCR, C e ligation-dependent probe ampliﬁcation, D e PCR and capillary electrophoresis, E e PCR and single-base primer
extension assay, F e PCR product-hybridization with biochip probe, G e EvaGreen real-time PCR with high resolution melting analysis, H e single-tube nested TaqMan real-time PCR.
b Explanation of the statements: Insigniﬁcant mismatch means nucleotide difference at >5-th position from the 30-end of the primer, which usually does not prevent ampliﬁcation. Signiﬁcant mismatch means the contrary.
Accession number of one illustrative sequence from NCBI database is given for each statement.
c Data from patent number EP2226395-A1.
d Sequence with no GenBank ID, but published in Ref. [13].
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B. Brezna et al. / Molecular and Cellular Probes xxx (2014) 1e1712allergic to almond. The exceptionwas themethod of Spaniolas et al.
[7], designed to identify botanical origin of plant oils, focusing on
adulteration of olive oil.
The in silico analysis revealed that most methods are not
discriminative for at least some important species, with the
exception of the method from R€oder et al. [11]. (Even the assay of
R€oder et al. [11] is signiﬁcantly cross-reactive with Sargent cherry
and weakly cross-reactive with some other species. However, this
fact is not immediately obvious from the alignment, but was
observed empirically.) The alignments in Fig. 1 illustrate the situ-
ation and the summary is also provided in Table 2.
As a reminder of the rules, oligonucleotides meant to discrimi-
nate between the desired “correct” template (almond) and the
undesired “incorrect” template (peach, apricot, plum, cherry, sour
cherry, Sargent cherry) should differ from the undesired template.
The primers need to differ from the undesired template at position
near the 30-end. The 30-end is depicted as the “arrow end” of the
primer in our alignment ﬁgures. If the mismatch is too far from
there, the effect disappears somewhere after position 5 or 8 from
the 30-end [29,30]. For example, the forward primer in Fig.1Ewould
probably not discriminate almond and peach. Additionally, it is
preferable to have more mismatches, if the goal is to stop the re-
action. Recent systematic research shows, real-time PCR has much
more mismatch tolerance than the general knowledge used to ac-
count for [30].
We feel some uncertainty about the effect of insertion or dele-
tion mismatches in the primer, because most existing data describe
only mismatches based on nucleotide substitutions. For this reason,
we also feel some uncertainty in judging the method designed by
Lopez-Calleja et al. [14] and the contribution of their reverse primer
to the discriminative power of their assay. A software simulation at
Dinamelt web server assigns somewhat higher annealing-
disruptive effect (higher DTm) to insertions and deletions,
compared to substitutions [31]. On the other hand, primers con-
taining insertions or deletions in their centre are often functional
and regularly used in mutagenesis [32]. Given the position of the
deletionmismatch in the reverse primer AlmondITSinv (Fig. 1J), our
intuition suggests, there would be at least some ampliﬁcation in
plum and in the subset of apricot cultivars with this method (if
using sufﬁciently concentrated template). This contradicts the
observation of the authors [14], and the unknown impact of dele-
tion mismatches brings insecurity into our theoretical predictions.
If the article [14] was not so recent, this assay would be certainly
included in our empirical evaluation.
Although DNA methods should be designed from DNA se-
quences, sometimes, due to historical lack of such sequences, au-
thors use mRNA instead. Such was the case with Costa et al. [12].
Later, searching the alternative DNA database with unﬁnished ge-
nomes (WGS) revealed a 578 bp intron in homologous peach
sequence (Fig. 1H), which breaks apart the area complementary to
the reverse primer (Fig. 1H). Consequently, in the case of peach, the
24-nucleotide long reverse primer aligns to its template by only 17
nucleotides near the 3-end, while the rest forms a non-
complementary overhang. 17 nucleotides are equivalent to a
short, but still acceptable primer length, so this primer was
assumed to be still functional on peach template. It is not known,
whether almond contains homologous intron at the same location
as peach. Introns are often conserved between homologous peach
and almond genes, as documented by Chen et al. [28], but there is
no 100% guarantee, this is the case for 60s acidic ribosomal protein
gene. Still, cross-reactivity between almond and peach is expected
at least due to the identity of the 17 bp region, and the authors
observed it [12].
Unlike primers, the TaqMan-like probes aremost discriminative,
if the mismatches are located in the centre [35], although counter-Please cite this article in press as: Brezna B, et al., In silico and experim
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instance in Yao et al. [33], the ampliﬁcation signal started dis-
appearing at 5 mismatches per 27 nucleotide-long probe. In a
different study, a single mismatch in a 25 nucleotide long probe
resulted only in a quantiﬁcation error of up to 33% percent [34]. It is
reasonable to expect that the single probe-mismatch would not
shut down the real-time PCR. For instance, the nested real time-PCR
in Fig. 1I would discriminate apricot poorly, because the only dif-
ference is a single mismatch in the probe. The authors of the assay
observed, the ampliﬁcation of apricot was delayed by only 2.7e3.9
cycles in comparison to almond [13]. (This apricot gene was
sequenced by the authors of the assay andwasn't previously known
[13]).
All the mentioned rules are the rules of the thumb only. Obvi-
ously, the effects of all primers and the probe are cumulative, plus
their length and the PCR conditions matter as well. However, most
cases depicted in Fig. 1 and Table 2 are quite straightforward in
showing none or poor discrimination between almond and some
stone fruit species. On the other hand, the method of R€oder et al.
[11] (Fig. 1G) seems promising. R€oder et al. [11] chose the nsLTP
gene as the target, since it enabled to include at least 2 mismatches
in the reverse primer for each stone fruit species (Fig. 1G). The
acceptable exception was P. sargentii, which contains only a single
mismatch. In all the cases, one of themismatches is present directly
at the 3’-end, the most critical position for disrupting ampliﬁcation.
To increase stringency, the authors added one more artiﬁcial
mismatch to the reverse primer (Fig. 1G). The resultant assem-
blages of 3 mismatches per primer can sometimes prevent ampli-
ﬁcation, but often they don't, while the Ct is delayed by 10e15
cycles [30]. Accordingly, the authors report empirical data for
apricot, peach, plum and mirabelle kernels, which show either
none or weak cross-ampliﬁcation [11]. The highest cross-reactivity
value of 0.009% was observed in plum. This minor cross-reactivity
makes the assay not ideal, but acceptable under some circum-
stances. P. sargentii, which was exceptional in containing only 2
mismatches per reverse primer, had a signiﬁcant cross-reactivity
>10%, but this species is an unusual adulterant. In spite of the im-
perfections, the method from R€oder et al. [11] appears to be the one
with the highest almond speciﬁcity among the published systems
so far.
The detection of all almonds, including various cultivars or
clones is even more important feature of the assay than the
discrimination from stone fruits. In three assays [5,13,14], certain
almond sequences were found, which do not match assays‘ oligo-
nucleotides perfectly (see Fig.1B, I, J). They could cause problems by
inhibition and delay of the ampliﬁcation. In Leidinger et al. [5], the
effect should be minor. In Lopez-Calleja et al. [14], the inhibition
effect for atypical almond FJ572043 would be the same as for
apricot HF969271 (see Fig. 1J). The authors state, the apricots are
not ampliﬁed, so, if true, this almond alsowouldn't be. In Costa et al.
[13], the almond like X78119 could be severely under-ampliﬁed,
theoretically even undetected due to strategic mismatch position
at 30-end of Prd6-1R primer (Fig. 1I). However, in all the three as-
says [5,13,14], there was always only one atypical almond sequence
per case found in all searched databases. If these sequences indeed
represent rare variants, they may have no impact on the result in
real samples, if they are heterozygously paired with typical vari-
ants. They also may be a result of sequencing errors or misclassi-
ﬁcation. The situation will be clariﬁed as more almond sequences
will be available. Both research groups, i.e. Costa et al. [13] and
Lopez-Calleja et al. [14] tested empirically a wide range of almond
cultivars and observed no weakened ampliﬁcation in any of them.
This fact, at least for now, supports the hypothesis, that unusual
almond sequences are rare and do not harm the assays published in
Refs. [5,13,14].ental evaluation of DNA-based detection methods for the ability to
es (2014), http://dx.doi.org/10.1016/j.mcp.2014.11.006
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The SureFood allergen almond kit was initially chosen for
evaluation because the manufacturers claim complete discrimina-
tion of almonds from other stone fruits. At the same time, the kit
format makes this method easy to work with, so we assumed it
would be the ﬁrst choice for those control laboratories able to pay
for it, and report of our experience will be valuable for them. Un-
fortunately, after some inconclusive pilot experiments, the price
became inhibiting for our work. We decided for a compromise
solution to ﬁnd out, what genetic marker the kit uses and, at least,
to evaluate the discriminative potential of this marker by in silico
analysis and by reconstructed TaqMan system, which we assumed
to be similar but probably not identical to the original kit.
The assay developed by R€oder el al. [11] was chosen due to in
silico - determined best potential to discriminate from other stone
fruits. We assumed it would be a ﬁrst choice for those control
laboratories, which prefer to use the published method rather than
paying for the kit.
The work of Leidinger [5] was in the format of diploma thesis,
but we have received a personal communication, that the proposed
method is currently used in a commercial laboratory.
The previously published method of one of our cooperating
teams, Costa et al. [13] was revisited as well.
Our another attempt at novel almond-speciﬁc assay was eval-
uated along with the other methods. The thaumatin-like protein
DNA was the marker of choice. This marker seemed worth inves-
tigating, because the previously published alignment between
almond and peach allele contained promising number of differ-
ences between the two species (Fig. 3, [28]).
3.3. Identiﬁcation of SureFood allergen almond marker
The marker used in SureFood allergen almond kit was identiﬁed
by cloning and sequencing the ampliﬁed fragments, but not
revealed in the present work owing to the commercial nature of the
product. However, schematic representation in Fig. 2 shows that
the amplicon size was 150 bp and the sequence was 100% identical
to almond sequences from NCBI databases. On the other hand,
peach sequences revealed altogether 6 mismatches in the respec-
tive region, whereas apricot sequence contained 11 nucleotide
substitutions and one single nucleotide deletion. Among these
differences, the region of the three consecutive nucleotide sub-
stitutions, i.e. AAG in almond substituted by GCC in peach and GCT
in apricot (Fig. 2) seemed like an ideal position for 30-end of a
forward primer. Another hint for the identity of SureFood primers
resulted from the fact that in the process of amplicon cloning, a
shorter fragment of 51 bp was cloned as well, which we identiﬁed
as ampliﬁed primer-dimer. The sequence of the primer-dimer can
be described as 26 nucleotides matching the “right” end of the
SureFood amplicon followed by C, G and 23 nucleotides, matching
the “left” end of the same amplicon. To guess the sequence of the
primers from their dimer, mechanisms of dimer formation must be
considered. In the study of Brownie et al. [36], four mechanisms
had been observed: (i) nucleotides are deleted from the 3'-end of
one or both primers, (ii) a seemingly random sequence of nucleo-
tides is inserted between the 3'-ends of primers, (iii) a sequence of
nucleotides derived from one of the primers is inserted between
the primers, and (iv) where there is 3'-end complementarity,
overlap extension of the primers is observed. Intuitively, it would
seem that the primer-dimer ampliﬁed from SureFood kit is origi-
nated by mechanism (ii), but it is not certain. However, in combi-
nation with the fact that the hypothetical 26-nucleotide primer
derived from the “right” end of the ampliconwould also align to the
extremely suitable almond-speciﬁc AAG signature by a 3'-end. So, itPlease cite this article in press as: Brezna B, et al., In silico and experim
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original SureFood forward primer. Concerning the reverse primer,
its identity as a 23-nucleotide oligomer complementary to other
side of the amplicon is probable at least to some extent, assuming
the involvement of mechanism (ii) from Brownie et al. [36]. Unlike
primers, the sequence of the SureFood probe could not be deter-
mined from the sequencing results.
3.4. Design of oligonucleotides
The primers targeting SureFood marker were designed accord-
ing to our indications about the most probable sequences of the
original primers in the kit. The probe was designed de novo (Fig. 2).
In an attempt to develop our own novel almond-speciﬁc assay,
primers thauF and thauR targeting gene for thaumatin-like protein
of almond were designed (Fig. 3 and Supplemental Table 2). The
primers were intended for use in the SYBR Green assay.
As a result of our effort to develop a novel ampliﬁcation control,
primers single_Pru_ccoF and single_Pru_ccoR were designed
(Fig. 4, Supplemental Table 2). This ampliﬁcation control was
intended as the alternative to the 18s rRNA system, which is well
established, but targets a multi-copy gene. On the contrary, the
primers single_Pru_ccoF and single_Pru_ccoR are targeting the
putative cytochrome c oxidase subunit VIa precursor (cco), which
had been identiﬁed as one of the conserved genes that remain
single-copy across several plant genomes [23]. In the study of
conserved single-copy plant genes, all the available completely
sequenced genomes comprised only four angiosperm plants, but
taxonomically diverse ones: Arabidopsis thaliana, Populus tricho-
carpa, Vitis vinifera and Oryza sativa. Currently, unﬁnished genomes
of four peach cultivars (P. persica) and the one of Prunus mume,
which can be searched at the WGS subset of NCBI databases, also
reveal only one copy per genome so far. For these reasons, it is
expected that the cco gene is a single-copy gene in Prunus spp., or,
as the worst-case scenario, it is present at very low number of
copies per genome. The primers single_Pru_ccoF and single_-
Pru_ccoR have been in silico validated for potential to amplify
diverse Prunus spp. (Fig. 4), while the ampliﬁability of other species
was not assessed in the present study.
The original justiﬁcation for the design of cco ampliﬁcation
control was to have a single-copy alternative to multicopy gene-
based control. Theoretically, multicopy genes have no selection
pressure to maintain constant number of DNA copies. In Vicia faba,
95-fold difference was observed in copy number of nuclear rDNA
among individuals within the population and different tissues [37].
In Ferula communis, the differencewas 4.5-fold, while in Allium cepa
it was only 1.8-fold [38]. Recently, the worries about copy number
variability of rDNA have been questioned. Haase et al. [39] evalu-
ated possible intra and interspeciﬁc variations of the rDNA copy
number on several apricot and almond samples by real-time PCR,
but observed uniformity in the Ct values given equal template
concentrations. Consequently, the 18s rRNA gene may in some
cases be reliable even as quantitative ampliﬁcation control,
contrarily to what was originally thought. Accordingly, the pub-
lished 18s rRNA-based control [40] is also included in this study.
3.5. Estimation of DNA concentration
The concentration of the extracted DNA from Ferraduel almond
was 7.07 ± 0.48 ng/ml as determined ﬂuorimetrically. The other
Prunus samples were assessed indirectly by real-time PCR and the
calculation of their concentration was performed according to the
Ferraduel almondecalibration curve. The estimated quantities by
either of the two real-time PCR assays were in the order of
magnitude ranging from 102e102 ng/ml. The values are listed inental evaluation of DNA-based detection methods for the ability to
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tially for some of the samples, on overall, there is a correlation
between the log-transformed concentration values, which can be
characterised by the linear equation y ¼ 0.9898x  0.0533; with a
correlation coefﬁcient of 0.8151. The highest relative difference was
observed in the case of Red Heaven peach, where the cco-based
concentration value was 13.5-fold higher than the 18s rRNA-based
value. Conversely, for the Veharda apricot, the cco-based value was
12.3-fold lower than the 18s rRNA-based value, representing the
second highest difference. However, for majority of the samples
(68%), the two values, if available, differed less than 3-fold.
The differences between the two methods can be attributed to
two main factors. Firstly, the above-mentioned copy number vari-
ability of 18s rRNA gene is a possible reason for this ﬁnding, though
this has been questioned. Secondly, the cco system lacked previous
in vitro validation, so unequal ampliﬁcation efﬁciency is theoreti-
cally possible. In silico analysis of cco gene showed that both primers
were absolutely compatible to all relevant database entries, i.e.
Prunus sequences in databases EST (25 entries),WGS (6) and TSA (2).
Therefore, the use of both sets of concentration values was chosen
for the subsequent evaluation of almond-speciﬁc assays.
The estimation of DNA concentration by real-time PCR is less
straightforward and more ambiguous than ﬂuorimetry, but it has
the advantage of taking the ampliﬁability into account. Addition-
ally, in our experience, the use of ﬂuorimetry has the drawback of
needing different calibration curve ranges if the concentrations of
the samples are too diverse, which is not the case when using the
real-time PCR calibration curve.
The geometric mean was used to average the replicate con-
centrations resulting from real-time PCR. This is mathematically
appropriate due to the exponential nature of real-time PCR. The
geometric mean of replicate concentrations corresponds to the
arithmetic mean of replicate Ct values. Arithmetic mean of Ct and
geometric mean of concentrations can be transformed one to the
other by means of calibration equation [41]. The Ct values have
been shown to have normal distribution [41], unless the reaction
occurs at low concentrations near the LOD.
The DNA of bitter-1 almond sample was ampliﬁed by 18s rRNA
system, but not by cco. This sample exhibited none, inconsistent or
low relative ampliﬁcation in all other assays targeting almond
genes, as described later, suggesting that probably it is neither
almond nor other Prunus.
3.6. In vitro evaluation of cross-reactivity
After the unpublished previous preliminary experiments, it
became apparent that the majority of the assays exhibited at least
low level of ampliﬁcation, when Prunus spp. other than almond
were analysed. For this reason, a quantitative approach was adop-
ted to evaluate the potential of the assays for almond discrimina-
tion. DNA of almond Ferraduel cv., which exhibited strong
ampliﬁcation in all the assays during previous experiments, was
chosen as a calibrator. Ct values in all the assays were transformed
in equivalents of almond Ferraduel DNA quantity, even if the
samples were not in fact almond. Subsequently, relative ampliﬁ-
cation values were calculated by dividing the values for “almond
speciﬁc” assays by values for ampliﬁcation control. Since two kinds
of ampliﬁcation controls were used in this study, two sets of rela-
tive ampliﬁcation values were calculated.
The resulting values of relative ampliﬁcation are depicted in
Table 1 and Supplemental Table 4. The values were interpreted as
negative or positive according to the visible pattern that was
formed. The two methods, which seemed promisingly discrimi-
native already in previous in silico analysis, i.e. the method nsLTP
[11] and the SureFood-like system showed clear difference inPlease cite this article in press as: Brezna B, et al., In silico and experim
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samples (with two exceptions) in Table 1. Namely, in the almond
samples, all the three replicates were successfully ampliﬁed, and
the geometric average of relative ampliﬁcation was in the order of
magnitude of 101 to 101. This characteristic was adopted as the
criterion for all assays to interpret the result as positive. In the non-
almond samples, either there was no ampliﬁcation in some or all
replicates, or the relative ampliﬁcation was 103. This character-
istic was adopted as the criterion to interpret the result as negative.
Considering these criteria, there were two samples that were
positive in spite of not being almond. Prunus davidianawas positive
in nsLTP assay and the hybrid peach  almond of Kando cv. was
positive in the SureFood-like assay. This false positivity is not really
a problem, because neither P. davidiana nor peach almond crosses
are used as food ingredients, but they are utilised as rootstocks in
agriculture. Initially, the hybrid peach  almond of Kando cv. was
expected to be positive in all assays, ns-LTP assay notwithstanding,
because the hybrid genome contains almond sequences. However,
this hybrid was revealed to be an F3 generation cross [42] indicating
the loss of some almond genes.
The successful distinction of positivity and negativity for nsLTP
and SureFood-like assays wasmaintained even if the relative values
were recalculated by using the cco gene as the ampliﬁcation con-
trol. The only exception was the apricot of Velkopavlovicka cv. in
SureFood-like method, which fell in between negativity and posi-
tivity because it had slightly higher relative ampliﬁcation value
1.12  103 (sg ¼ 2.42) than our threshold for negativity deﬁned as
less than 1.00  103. This value was, however, at the border of our
threshold.
The assay from Leidinger et al. [5] targeting prunin exhibited, in
general, relatively late ampliﬁcation. Already the second decimal
dilution of Ferraduel almond DNA, i.e. the concentration of ca
7  102 ng/ml, could not be ampliﬁed in all replicates. This low
sensitivity of the assay was surprising. Perhaps the annealing-
elongation temperature 54 C was not optimal for the polymerase
performance. This temperature was chosen according to the orig-
inal publication and also other conditions were imitated as exactly
as possible. The only notable difference was the use of 2  dUTP
instead of dTTP. All the tested almond and peach samples were
positive, which is consistent with in silico analysis, predicting no
substantial discrimination between peach and almond. Apricot
samples exhibited weak ampliﬁcation. They were evaluated either
as negative or in between positivity and negativity. Apricot se-
quences of the relevant region have not been published, but it is
probable that the regions of oligonucleotide annealing contain
mismatches at positions of medium importance. The half-plum of
Cacanska cv. and the Stanley plum were positive, whereas the re-
sults for greengage and other plums varied between obvious and
ambiguous weak positivity, depending on the ampliﬁcation control
used for the calculation. Some plum alleles probably contain mis-
matches in the relevant regions.
In the assay targeting gene for acidic ribosomal protein [12], the
identity of amplicons was assessed by both SYBR Green melting
curve analysis and by QiaXcel gel electrophoresis. Correct ampli-
cons were determined to be those with melting temperature
76.9 C, but the maximummelting temperaturewas up to 79.6 C.
The decimal dilutions of Ferraduel almond DNA could be ampliﬁed
in all replicates up to the concentration of cca 7 102 ng/ml. All the
almonds were positive as expected. However, the other samples,
including peaches, cherries, sour cherries, plums, greengage and
half-plum were positive as well. Some apricots were also positive,
but others had comparatively lower relative ampliﬁcation and were
evaluated as ambiguous. The details about which apricot belonged
to which group differed slightly between calculations based on the
18s rRNA and the cco genes. As a theoretical basis for the delayedental evaluation of DNA-based detection methods for the ability to
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the 3'-end of the reverse primer Prd 5-1R, which due to insigniﬁ-
cant position has no power to disrupt the ampliﬁcation, but could
have slightly lowered the efﬁciency of annealing. Currently, there
are not sufﬁcient data to tell, whether all apricots have the same
mismatch, because, although this sequence has numerous repli-
cations in the EST database, all the informationwas originated from
the studies on single Bergeron cultivar. Furthermore, due to the
RNA origin of most sequences, it is not known, whether the intron,
which interrupts the reverse primer-relevant region in peach is
conserved also in almond and apricot. The similar relative ampli-
ﬁcations among almond, peach and apricot of Bulida and Karola cv.
favour the hypothesis of intron conservation. If the intron is
conserved among the species, the 24-nucleotide long reverse
primer aligns to its template by only 17 nucleotides, which is
equivalent to a short, but still acceptable primer length. This
comparatively short region of alignment may enhance the effect of
single apricot mismatch.
In an attempt to reproduce the HRM analysis proposed by Costa
et al. [12], the fragments of acidic ribosomal protein were ampliﬁed
by conventional PCR in the reaction mixture containing EvaGreen.
The conventional PCR format was chosen due to favourable unifor-
mity parameters of the particular cycler and in order to prepare the
samples directly in a PCR plate compatible with the LightScanner
instrument, where the HRM analysis subsequently took place. As
illustrated in Supplemental Fig. s1, the melting curves were not
species-speciﬁc. The majority of the stone fruit samples, including
peach, apricot, cherry, sour cherry, plum and greengage had melting
curves in the same range as almonds. Only some individual samples
differed. In particular, triplicates of sour cherry 1 MM formed a
separate cluster, contrarily to the sour cherry Vistuk, which grouped
with almonds. Vistuk plum (not shown) and Bystricka plum
(Supplemental Fig. s1) also formed a distinct group together,
whereas Laetitia plumwas similar to almonds and to the majority of
other samples. The curves of Carmina peach might form a different
cluster from the mainstream, but the difference was not very pro-
nounced. The mismatch in apricot sequence, which had been
observed in silico, could not result in the formation of a separate
cluster, because, due to the position in the primer annealing region,
this mismatch was not incorporated into the resulting amplicons.
Apparently, the HRM analysis of this particular DNA fragment is not
suitable for the discrimination of almonds from the other stone
fruits. This conclusion is also in accordance with the in silico analysis.
For the SYBR Green-based system targeting thaumatin-like
protein, the melting temperature of the correct PCR product was
determined to be in the range of 77.6e80.4 C. The decimal di-
lutions of Ferraduel almond DNA could be ampliﬁed in all replicates
up to the concentration 7  102 ng/ml. All the almond samples
were ampliﬁed, but some of them at relatively later time. By our
criteria, some of the almond samples appeared to be clearly posi-
tive, whereas other almonds (DPRU2223, bitter 2, cv. Marcelina and
cv. Pegarinhos) were in between positivity and negativity. The
sample of sour cherry Vistuk was positive or ambiguous, depending
on the choice of the ampliﬁcation control. All the other samples,
which involved apricots, peaches, plums, cherries, a greengage and
a half-plum, were evaluated as negative.
The system targeting thaumatin-like protein was an attempt at
developing our own almond-speciﬁc assay. From the aspect of dis-
tinguishing almond from other stone fruits, this system presented
some drawbacks, but not entirely without a potential for usefulness.
The only obvious false positivity was detected in sour cherry
(Table 1). After determining the sequence of sour cherry homologue,
it is theoretically possible that mismatches could be found, which
would allow designing a discriminative TaqMan probe. However,
another problem is the unequal ampliﬁcation of almonds. It is likelyPlease cite this article in press as: Brezna B, et al., In silico and experim
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numerous or strategically located, but sufﬁcient to slightly delay the
ampliﬁcation. This unequal ampliﬁcation of almonds suggests that
even if the system is enhanced by a TaqMan probe, it could still not
be as useful as nsLTP assay [11] or SureFood kit.
All the evaluations of published methods and unpublished
markers are summarised in Table 2.
3.7. Limitations in transferring knowledge from botanical samples
to food matrices
We have shown that many assays are cross-reactive at the level
of comparatively intact and sufﬁciently concentrated DNA, such as
the DNA extracted from leaves and kernels. However, by not testing
fruit ﬂesh and real food matrices, we do not know howmany foods
are affected by this problem. In fact, it may be aminority. To explain
this, we describe a hypothetical, but possible situation: an apricot
muesli bar, which would not show a false positive signal of almond
presence, even if the assay itself has a potential for cross-reactivity.
The ﬂesh of apricot fruits may contain less DNA per weight than the
material we worked with, i.e. leaves and kernels. Drying degrades
the DNA further. Afterwards, the pieces of dried apricots are glued
together with other components, such as oat ﬂakes, which could
contain more intact DNA. The DNA extracted from this composite
food product could be highly ampliﬁable thanks to oat. However,
this ﬁnal DNA extract may contain so minimal proportion of
ampliﬁable apricot DNA, that the cross-reactivity with almond
would not be manifested. The example is ﬁctional, but the
following research supports the possibility of such mechanisms. As
mentioned before and reproduced here, R€oder et al. [11] observed
minimal but detectable cross-reactivity to almond in kernels of
other stone fruits. However, they saw no cross-reactivity in fruit
ﬂesh. Interestingly, they observed no cross-reactivity even in
leaves, but we did. Unlike us, they normalised their results based on
initial material weight, while we used quantitative ampliﬁcation
control as the basis for comparison. Several factors, like different
DNA content in tissues, the local nuclear/plastid/mitochondrial
ratio, natural PCR inhibitors and different DNA extraction pro-
cedures [43] or pollination effect [44] are at play. The additional
research hints are from plant foods other than Prunus. They include
examples of lower DNA yields from fresh fruit ﬂesh than from
leaves [45] or kernels [46]. There is ample evidence of partial DNA
degradation/fragmentation during food processing [47], for
instance drying at  70 C [47] but even ageing at milder temper-
atures 35e50 C [48,49]. The natural and food processing-added
PCR inhibitors have been reviewed, together with the impact of
extraction procedures on ﬁnal DNA ampliﬁability [43]. These
several confounding factors related to food matrices can limit the
manifestation of cross-reactivity. That said, we remind that DNA
sequences are not tissue speciﬁc, except for nuances like pollination
effect on seeds [44]. Thus, the knowledge of sequence-caused as-
pects actually is transferable from leaves to fruit ﬂesh. The cross-
reactivity detected in botanical samples is a hidden threat for the
assay performance, even if the “real-life” problems may not be
frequent at the moment. The fashions in food are constantly
changing. New products like freeze-dried fruits (mild processing,
dry matter concentration) or raw apricot kernel butter (mild pro-
cessing, DNA-rich plant parts) are emerging. Thus, using assays
with no or minimal cross-reactivity demonstrated at botanical
intact DNA is a preferred strategy.
3.8. Legal aspects
Almond is explicitly mentioned as potential food allergen in
food labelling regulations of several countries [19], includingental evaluation of DNA-based detection methods for the ability to
es (2014), http://dx.doi.org/10.1016/j.mcp.2014.11.006
B. Brezna et al. / Molecular and Cellular Probes xxx (2014) 1e1716European Union member states [18]. Other Prunus spp. are usually
not listed in the relevant legislations, for instance not in EU [18,50].
However, if Prunus spp. material is an intentional food component,
the general regulations about declaring ingredients are applicable,
regardless of allergenicity [18,50]. According to our best knowledge
about non-almond Prunus spp., only peach and only in Japanese law
is mentioned, the disclosure as allergen recommended but not
required [19,51]. Interestingly, Japan does not recognize almond
and neither does South Korea [19,51]. More details on legal issues,
especially the confusing situation regarding contaminants not
added intentionally have been reviewed in Ref. [51]. Unlike the
prevailing de jure situation, the non-almond Prunus spp. are food
allergens de facto, which is well documented for fruits [52] and
partial evidence exists for kernels [53]. The clinical cross-reactivity
with almond has been observed, but is not always present [52,53].
The non-identical clinical response to almond vs. other Prunus spp.
supports the need for discriminative food analytical methods. The
next best approach is, if the authors or providers of imperfect
methods at least attach the warning about cross-reactivity and
about the situations where it may arise, as done e.g. in Refs.
[6,9,11,13].
3.9. The outlook of DNA-based almond detection in food
Most published DNA-based assays aimed at detecting almond in
food show cross-reactivity with the stone fruit species within the
genus Prunus (Table 2). Considering this fact, it is almost surprising
we do not observe frequent scandals, for example cases of incorrect
detection of almond in foods, where only candied apricot is in fact
present. One possible explanation has been addressed in the section
Limitations in transferring knowledge from botanical samples to
foodmatrices. Additionally, the professionals, whowork in this ﬁeld
for longer, share the wisdom by the “word of the mouth”, that
caution is necessary with DNA-based almond-detectionmethods. If
the distinction between Prunus spp. is themain focus of the analysis,
DNA-based methods are replaced by others, e.g. by tocopherol
proﬁling [25e27]. The advantage of the presented study lies in
making this “word of the mouth” explicit, by gathering systematic
information available to the newcomers in the ﬁeld. In spite of the
seemingly satisfactory status quo, we recommend preference for
methods able to discriminate almonds from other stone fruits. This
caution shouldbe evenmoreattenuated, if themethods arenotused
for detection of allergenic traces, but to assess food adulteration in
marzipan vs. persipan. According to our evaluation, satisfactory
discrimination is achieved by the method of R€oder et al. [11], which
hasonlyweakcross-reactivitywith theother stone fruits, i.e. relative
ampliﬁcation <103 compared to model Ferraduel almond. The
maximum cross-reactivity measured by authors was <104, prob-
ably due to more stringent annealing temperature of 64 C and
different methodology [11]. Our evaluation of SureFood allergen
almond kit was only indirect. Cloning, sequencing and in silico
analysis of the SureFood amplicon conﬁrmed that there is a DNA
sequence-based possibility for the marker to discriminate almonds
fromother stone fruits (Fig. 2, Table 2). This fact alone alreadymakes
the kit superior to some published methods. The indirect assess-
ment we used, i.e. almost designing new assay according to the
SureFood marker does not enable the deﬁnitive judgement about
the original kit. Nevertheless, our reconstruction suggests, that
SureFood kit is at least as discriminative as the published method
fromR€oder et al. [11]. To distinguish almond fromother stone fruits,
we can thus recommend the publishedmethod [11], and,with some
caution due to experimental imperfections on our side, we also
tentatively recommend SureFood allergen almond kit.
The informative value of either of the two discriminative
methods could be further enhanced by simultaneous use of yet-to-Please cite this article in press as: Brezna B, et al., In silico and experim
discriminate almond from other Prunus spp., Molecular and Cellular Probbe-designed Prunus-speciﬁc system, which would exhibit equal
real-time PCR performance for all almonds and stone fruits, while
negative for other food materials. In case of low level ampliﬁcation
with nsLTP method [11] or SureFood kit, the parallel use of such
Prunus-speciﬁc system would allow to distinguish, whether low
almond or high stone fruit concentration is the case. Alternatively,
speciﬁcity could be further increased by adding one more artiﬁcial
mismatch to the discriminative primer, in analogy to previous at-
tempts [11], though such approach may decrease sensitivity.
This is the ﬁrst work performing a systematic in silico evaluation
of DNA-based almond detection methods concerning cross-
reactivity with the stone fruits. It also provides partial empirical
evaluation, valuable to professionals in the ﬁeld.
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